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(57) Abstract: The invention relates to a method of detecting, by means of molecular identification, a bacterium from one of the 
Staphylococcus-type species. The inventive method is characterised in that the following are used: a fragment of the rpoB gene of 
said bacterium, comprising a nucleotide sequence selected from one of the SEQ.ID. n° 1 1 to 39 sequences, the reverse sequences 
and the complementary sequences; or an oligonucleotide comprising a sequence having at least 12 consecutive nucleotide patterns 
included in one of the SEQ.ID. n c 7 to 10 sequences, in which N represents a nucleotide selected from inosine and an equimolar mix- 
ture of 4 different nucleotides selected from A, T, C or G and from the oligonucleotides of the reverse sequences and complementary 
sequences. 
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(57) Abrege : Procede de detection par identification moleculaire d'une bacterie de Tune des especes du genre Staphylococcus 
caractens6 en ce qu'on utilise : un fragment dudit gene rpoB de ladite bacterie, comprenant une sequence nucleotidique choisie 
parmi I'une des sequences SEQ.ID. n° 11 a 39, les sequences inverses et les sequences complementaires, ou un oligonucleotide 
comprenant une sequence d'au moins 12 motifs nucleotidiques consecutifs incluse dans Tune des sequences SEQJD. n° 7 a 10, dans 
lesquelles N represente un nucleotide choisi parmi 1'inosine et un melange equimolaire de 4 nucleotides diff&rents choisis parmi A, 
T, C ou G, et parmi les oligonucleotides des sequences inverses et sequences complementaires. 
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Identification moleculaire des bacteries du genre Staphylococcus 

La presente invention conceme !e domaine du diagnostic. Plus 
precisement, invention conceme une methode pour Identification moleculaire 
5 des bacteries du genre Staphylococcus par les techniques de detection et/ou 
d'amplification et sequengage a I'aide de sondes ou d'amorces 
oligonucleotidiques appliquees a des souches de ce genre bacterien. 

Les bacteries du genre Staphylococcus sont des bacteries cocciformes, 
Gram-positive et catalase-positive dont on reconnait actuellement 36 especes 

10 dont 9 comprennent des sous-especes [Euzeby JP. (1997) Int J Syst Bacteriol 
47 :590-2]. Ces especes sont coagulase-negative, a Pexception de 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus delphinii, 
Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans, et quelques souches de 
Staphylococcus hyicus [Kloos WE (1995) In Manual of Clinical Microbiology, pp 

15 282-298, ASM Press]. Ces especes sont facilement et fr6quemment isolees et 
cultivees a partir de prelevements environementaux, de prelevements cliniques 
veterinaires et de prelevements cliniques humains [Kloos WE (1986) in Bergey's 
manual of Systematic Bacteriology, pp. 1013-1035, Williams & Wilkins]. Chez 
Phomme, Staphylococcus aureus est une espece coagulase-positive 

20 responsable d'intoxication alimentaire liee a la production d'une enterotoxine, 
du choc toxique staphylococcique, et defections purulentes caracterisees par 
des metastases septiques a distance du foyer infectieux initial. Les souches de 
Staphylococcus aureus resistantes a la methicilline, qui est Pantibiotique de 
premiere ligne pour combattre ces infections, representent un probleme 

25 important de sante publique dans le cadre des infections nosocomiales, c ! est a 
dire des infections contractees par les patients dans le cours de leur 
hospitalisation dans un etablissement de soins. Les bacteries des especes du 
genre Staphylococcus coagulase-negative font partie de la flore normale chez 
Thomme. Ces especes sont egalement responsables defections nosocomiales, 

30 en particulier d'infection des materiels etrangers implantes en particulier des 
protheses implantees [Kloos WE (1994) Clin. Microbiol. Rev. 7 :1 17-140]. 

Ces differentes especes posent le probleme de leur identification. Les 
methodes conventionnelles d'identification phenotypique sont les plus 
couramment utilisees pour Tidentification des bacteries des especes du genre 
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Staphylococcus [Kloos WE (1991) J. Clin. Microbiol. 29:738-744] et plusieurs 
trousses cf identification ainsi que des automates ont et§ d^veloppes pour aider a 
('identification phenotypique des bacteries du genre Staphylococcus. Cependant, 
le degre d'identification en pratique courante est variable [Grant CE (1994) 
5 Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 18:1-5; Perl TM (1994) Diagn. Microbiol. Infect 
Dis. 18,151-5; Refshal K (1992) J. Hosp. Infect. 22,19-31]: par exemple, les 
bacteries appartenant aux especes Staphylococcus hominis et Staphylococcus 
warned sont confondues par la plupart de ces systemes, avec des taux d'erreurs 
de 27 k 36% [Gran CE (1994) Diagn, Microbiol. Infect. Dis. 18 :1-5 ; leven M 

io (1995) J. Clin. Microbiol. 33 : 1060-3]. De meme, Staphylococcus schleiferi peut 
etre mal identifie par les systemes d'identification automatique [Calvo J (2000) J. 
Clin. Microbiol. 38 :3887-9]. Les methodes moieculaires peuvent donner en 
theorie de meilieurs r6sultats pour Identification des bacteries du genre 
Staphylococcus du fait de leurs qualites de sensibilite et de specificite. Les cibles 

15 moieculaires actuellement proposees pour Identification moleculaire des 
bacteries du genre Staphylococcus comprennent le gene 16S rADN codant la 
sous-unite 16S de I'ARN ribosomal [Bialkowska-Hobrzanska H et al. (1990) Eur. 
J. Microbiol. Infect. Dis. 9:588-594], I'entretoise des genes codant les ARN de 
transfert [Maes N. et al. (1997) J. Clin. Microbiol. 35 :2477-2481], le gene hsp60 

20 codant pour la proteine de stress 60 [Goh SH et al. (1996) J. Clin. Microbiol. 
34 :818-823 ; Goh SH (1997) J. Clin. Microbiol. 35,3116-3121 ; Kwok AY (1999) 
Int J Syst Bacteriol 49,1181-1192] et le gene femA [Vannuffel P et al. Res. 
Microbiol. 150:129-141]. L'hybridation d'oligonucleotides est la technique 
generalement proposee pour cibler ces regions d'identification. La detection du 

25 gene nuc est limitee aux bacteries de Pespece Staphylococcus aureus [Brakstad 
OG (1992) J. Clin. Microbiol. 30 :1 654-1660] et un fragment chromosomique a 
ete rapporte pour Identification des bacteries de Tesp§ce Staphylococcus 
epidermidis [Martineau F (1996) J. Clin. Microbiol. 34 :2888-2893], II existe done 
toujours une demande d'un outil d'identification moleculaire des bacteries des 

30 especes du genre Staphylococcus utilisable en routine au laboratoire de 
bacteriologie [Kleeman KT (1993) J. Clin. Microbiol. 31,1318-1321]. 
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Les inventeurs ont demontre selon la presente invention, que le gene 
rpoB constitue un marqueur genetique permettant la detection et Identification 
specifique de la bacterie de chaque espece du genre Staphylococcus. 

Plus particulierement, la presente invention conceme des sequences 
5 d'acides nucleiques specifiques du genre ou de chaque espece du genre 
Staphylococcus dont la sequence nucleotidique est tiree du gene rpoB des dites 
bacteries. 

Seion Lazcano et al. [J. Mol. Evol. (1988) 27:365-376], les ARN 
polymerases sont divisees eri deux groupes selon leur origine, Tun constitue par 

10 les ARN polymerases virales ARN- ou ADN-dependantes, et Tautre constitue par 
les ARN polymerases ADN-dependantes d'origine eucaryote ou procaryotes 
(archaebacteries et eubacteries). Les ARN polymerases ADN-dependantes 
eubacteriennes sont caracterisees par une constitution multimerique simple et 
conservee notee « core enzyme », representee par otpp', ou « holoenzyme » 

15 representee par ccpp'a (Yura and Ishihama, Ann. Rev. Genet. (1979) 13 :59-97]. 
De nombreux travaux ont mis en evidence le role fonctionnel, au sein du 
complexe enzymatique multimerique, de la sous-unite p de TARN polymerase 
eubacterienne. Les ARN polymerases archaebacterienne et eucaryote 
presentent, pour leur part, une structure plus complexe pouvant atteindre une 

20 dizaine, voire une trentaine de sous-unites [Puhlet et al. Proc . Natl. Acad. Sci. 
USA (1989) 86 :4569-4573]. 

Les genes qui codent les differentes sous-unites app'a de TARN 
polymerase ADN-dependante chez les eubacteries, respectivement les genes 
rpoA, rpoB, rpoC et rpoD, ssont classes en differents groupes comprenant les 

25 genes codant pour des proteTnes constitutives des sous-unit§s ribosomiques ou 
pour des enzymes impliques dans la replication et la reparation du genome 
[Yura and Yshihma, Ann. Rev. Genet. (1979) 13:59-97]. Certains auteurs ont 
montre que les sequences des genes rpoB et rpoC pouvaient etre utilisees afin 
de construire des arbres phylogenetiques [Rowland et al. Biochem. Soc. Trans. 

30 (1992) 21 :40S] permettant de separer les differents embranchements et sous- 
embranchements parmi les regnes du vivant. 

Avant d'exposer plus en detail Tlnvention, differents tefmes, utilises dans 
la description et les revendications, sont definis ci-apres: 
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- par « acide nucleique extrait de bacteries » on entend soft Pacide nucleique 
total, sort PADN genomique, soit les ARN messagers, sort encore PADN obtenu 
a partir de la transcription inverse des ARN messagers ; 

- un « fragment nucleotidique » ou un « oligonucleotide » sont deux termes 
synonymes designant un enchainement de motifs nucleotidiques caracterise 
par une sequence infomnationnelle des acides nucleiques naturels (ou 
eventuellement modifies) et susceptibles de s'hybrider, comme les acides 
nucleiques naturels, avec un fragment nucleotidique complementaire ou 
sensiblement complementaire, dans des conditions predeterminees de 
stringence stricte. L'enchainement peut contenir des motifs nucleotidiques de 
structure differente de celle des acides nucleiques naturels. Un fragment 
nucleotidique (ou oligonucleotide) peut contenir par exemple jusqu'a 100 motifs 
nucleotidiques. II contient generalement au moins 10, et en particulier au moins 
12 motifs nucleotidiques et peut etre obtenu a partir d'une molecule d'acide 
nucleique naturelle et/ou par recombinaison genetique et/ou par synthese 
chimique, 

un motif nucleotidique est derive d'un monomere qui peut etre un 
nucleotide naturel d'acide nucleique dont les elements constitutes sont un 
sucre, un groupement phosphate et une base azotee choisie parmi Padenine 
(A), la guanine (G), Puracile (U), la cytosine (C), la thymine (T) ; ou bien le 
monomere est un nucleotide modifie dans Pun au moins des trois elements 
constitutifs precedents ; a titre d'exemple, la modification peut intervenir sort au 
niveau des bases, avec des bases modifiees telles que Pinosine, qui peut 
s'hydrider avec toute base A, T, U, C ou G, la methyl-5-desoxycytidine, la 
desoxyuridine, la dimethylamino-5-desoxyuridine ou toute autre base modefiee 
capable d'hybridation, soit au niveau du sucre, par exemple le ermplacement 
d'ua moins un d6soxyribose par un polyamide [Nielsen PE et al., Science 
(1991) 254 :1497-1500], soit encore au niveau du groupement phosphate, par 
exemple par remplacement par des esters choisis notamment parmi les 
diphosphates, les alkylphosphonates et les phosphorothioates, 

- par « hybridation », on entend le processus au cours duquel, dans des 
conditions appropriees, deux fragments nucleotidiques ayant des sequences 
suffisamment complementaires sont suscpetibles de cs'associer par des 
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liaisons hydrogene stables et specifiques, pout former un double brin. Les 
conditions d'hybridation sont determinees par la « stringence », c'est a dire la 
rigueur des conditions operatoires. L'hybridation est d'autant plus specifique 
qu'elle est effectuee a plus forte stringence. La stringence est fonction 
notamment de la composition en bases d'un duplex sonde/cible, ainsi que par 
le degre de mesappariement entre deux acides nucleiques. La stringence peut 
egalement etre fonction des parametres de la reaction d'hybridation, tels que la 
concentration et le type d'espdces ioniques presentes dans la solution 
d'hybridation, la nature et la concentration d'agents denaturants et/ou la 
temperature d'hybridation. La stringence des conditions dans lesquelles une 
reaction d 'hybridation doit etre realisee depend notamment des sondes 
utilisees. Toutes ces donnees sont bien connues et les conditions appropriees 
p euven t eventuellement etre determinees dans chaque cas par des 
experiences de routine. En general, selon la longueur des sondes utilisees, la 
temperature pour la reaction d'hybridation est comprise entre environ 20 et 
65°C, en particulier entre 35 et 65°C dans une solution saline a une 
concentration d'environ 0,8 a 1 M. 

- une « sonde » est un fragment nucleotidique possedant une specificity 
d'hybridation dans des conditions determinees pour former un complexe 
d 'hybridation avec un acide nucleique ayant, dans le cas present, une 
sequence nucleotidique comprise soit dans un ARN messager, soit dans un 
ADN obtenu par transcription inverse dudit ARN messager, produit de 
transcription ; une sonde peut etre utilisee a des fins de diagnostic (notamment 
sondes de capture ou de detection) ou a des fins de therapie, 

- une « sonde de capture » est une sonde immobilisee ou immobilisable sur un 
support solide par tout moyen approprie, par exemple par covalence, par 
adsorption, ou par synthese directe sur un solide. Des exemples de supports 
comprennent les plaques de microtitration et les puces a ADN, 

- une « sonde de detection » est une sonde marquee au moyen d'un agent 
marqueur choisi par exemple parmi les isotopes radioactifs, les enzymes, en 
particulier les enzymes susceptibles d'agir sur un substrat chromogene, 
fluorigene ou luminescent (notamment une peroxydase ou une phosphatase 
alcaline), les composes chimiques chromophores, les composes chromogenes, 
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fluorigenes ou luminescents, les analogues des bases nucleotidiques et les 
ligands tels que la biotine, 

- une « sonde d'espece » est une sonde permettant ('identification specifique de 
I'espece d'une bacterie, 

5 - une « sonde de genre » est une sonde permettant Identification specifique du 
genre d'une bacterie, 

- une « amorce » est une sonde comprenant par exemple 10 k 100 motifs 
nucleotidiques et possedant une specificite d'hybridation dans des conditions 
deterrninees pour les reactions d'amplification enzymatique, 

10 - par « reaction d'amplification » on entend une reaction de polymerisation 
enzymatique, par exemple dans une technique d'amplification telle que la PCR, 
initiee par des oligonucleotides amorces et utilisant une ADN polymerase. 

- par « reaction de sequengage », on entend Tobtention de la sequence d'un 
fragment d'acide nucleique ou d'un gene complet par un procede de 

15 polymerisation abortive a partir d'amorces oligonucleotidiques et utilisant 
lesdits didesoxynucleotides (Sanger F, Coulson AR (1975), J.Mol.Biol. 94 : 
441) ou par hybridations multiples avec des sondes multiples fixees sur support 
solide telles qu'utilisees dans les puces ADN par exemple. 

Les inventeurs ont determine les sequences completes des genes rpoB 
20 de quatre especes de bacteries du genre Staphylococcus . Ces quatre especes 
ont ete choisies par les inventeurs comme representant les quatre principaux 
groupes genetiques determines sur la base de Petude du gene 16S dans les 
bacteries du genre Staphylococcus, a savoir les especes phylogenetiquement 
les plus divergentes parmi Tensemble des especes actuellement decrites dans 
25 ce genre, de sorte que I'alignement des sequences rpoB obtenues chez ces 
quatre especes puisse encadrer phylogenetiquement vraisemblablement 
I'ensemble des sequences rpoB de toutes les especes de ce genre bacterien. 
Les inventeurs ont mis en evidence les sequences consensus et 
specifiques SEQ.ID. n° 7 a 10 decrites dans le listage des sequences en fin de 
30 description. Les inventeurs ont determine lesdites sequences SEQ.ID. n° 7 a 10 
comme etant non seulement consensuelles entre toutes les bacteries du genre 
Staphylococcus mais en outre specifiques de la famille des bacteries du genre 
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Staphylococcus, excepte Staphylococcus schleiferi en ce qui conceme la 
sequence SEQ.ID. n°8. 

Ces sequences sont presentes dans les genes rpoB de toute bacterie du 
genre Staphylococcus et specifiques des bacteries du genre Staphylococcus 
5 pouvant etre utilisees a titre de sonde de genre pour detecter toute bacterie du 
g enre Staphylococcus excepte Staphylococcus schleiferi en ce qui conceme la 
sequence SEQ.ID. N° 8. 

Dans les sequences SEQ.ID. n° 7 et 10, le nucleotide N mentionne dans 
le listage de sequences en fin de description, peut representer I'inosine ou un 

10 melange equimolaire de 4 nucleotides differents choisis parmi A, T, C et Gt, ou 
respectivement A, U, C et G, dans la mesure ou, comme mentionne dans les 
definitions, un oligonucleotide ou un fragment d'acide nucleique selon Pinvention 
peut etre sous forme d'un acide des oxyribonucleiques (ADN) ou d'un acide 
ribonucleique (ARN) pour lesquels, dans ce cas, T est remplace par U. 

15 Lorsque "NT represente un dit melange equimolaire de nucleotides a une 

position donnee, cela signifie que le nucleotide a ladite position donnee 
represente indifferemment A, T, C ou G (ou respectivement le cas echeant A, U, 
C ou G) et que ('oligonucleotide selon invention est constitue plus precis§ment 
d'un melange equimolaire de 4 groupes d'oligonucleotides dans chacun 

20 desquels groupes N a une signification differente a ladite position donnee et 
represente respectivement chacun des 4 bases A, T, C ou G (ou respectivement 
A, U, C ou G). 

A la position correspondant a un nucleotide N dans les sequences 
SEQ.ID. n° 7 et 10 on trouve des nucleotides variables dans les sequences 

25 cibles complementaires en fonction de I'espece de la bacterie consideree, mais 
tous les autres nucleotides sont conserves dans toutes les especes des 
bacteries du genre Staphylococcus. Du fait que "IST represente I'inosine qui peut 
s'hybrider avec toute base ou un melange equimolaire des 4 bases A, T, C, G, 
les sequences SEQ.ID. n° 7 et 10 peuvent s'hybrider avec la sequence 

30 complementaire incluse dans le gene rpoB de toutes les bacteries du genre 
Staphylococcus. 

En outre, les sequences consensus SEQ.ID. n° 9 et SEQ ID n°10 
encadrent des sequences hypervariables dont la sequence est specifique pour 
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chaque espece de bacterie du genre Staphylococcus. Les sequences encadrees 
par SEQ.ID. n° 9 et 10 peuvent done etre utilisees a titre de sonde d'espece des 
bacteries du genre Staphylococcus. 

De plus, les sequences SEQ.ID. n° 9 et 10 ont ete determinees comme 
5 encadrant un fragment du gene rpoB comprenant une zone dont la longueur 
variable est d'environ 500 pb et constitue la plus courte sequence specifique 
pour chaque espece de la bacterie du genre Staphylococcus . 

Les inventeurs ont ainsi pu mettre en evidence des sondes d'espece pour 
chacune des 29 especes de bacterie du genre Staphylococcus etudiees 
10 correspondant aux sequences SEQ.ID. n° 1 1 a 39 encadrees par les sequences 
consensus SEQ.ID. n° 9 et 10. 

Les sequences consensus SEQ.ID. N° 7 a 10 mises en evidence selon la 
presente invention, peuvent etre utilisees a titre d'amorce d'amplification ou de 
reaction de sequengage dans des procedes de detection de bacterie du genre 
15 Staphylococcus par identification moleculaire. 

Les sequences SEQ.ID. n° 7 a 10 permettent done non seulement de 
preparer des sondes de genre des bacterie du genre Staphylococcus mais aussi 
de detecter et identifier I'espece de ladite bacterie par amplification et 
sequengage en utilisant lesdites sequences comme amorces. 
20 Plus precisement, la presente invention foumit un procede de detection 

par identification d'une bacterie de Tune des especes du genre Staphylococcus 
caracterise en ce qu'on utilise : 

- le gene rpoB de ladite bacterie ou un fragment dudit gene rpoB de ladite 
bacterie, comprenant une sequence nucleotidique choisie parmi Tune des 

25 sequences SEQ.ID n°11 a 29 et 31 a 39, les sequences inverses et les 
sequences complementaires, ou 

- un fragment dudit gene rpoB de ladite bacterie, consistant dans la 
sequence nucleotidique SEQ.ID n°30, la sequence inverse et la sequence 
complementalre, ou 

30 - un oligonucleotide comprenant une sequence d'au moins 12 motifs 

nucleotidiques consecutifs, incluses dans Tune des sequences SEQ.ID. n° 7 & 
10, dans lesquelles N represente un nucleotide choisi parmi Tinosine ou un 
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melange equimolaire de 4 nucleotides differents choisis parmi A, T, C ou G, les 
sequences inverses et les sequences complementaires. 

Lesdits oligonucleotides comprennent de preference de 12 a 35 motifs 
nucleotidiques, et de preference encore, lesdits oligonucleotides consistent dans 
5 les sequences SEQ.ID. n° 7 a 10, les sequences inverses et les sequences 
complementaires. 

Dans un premier mode de realisation d'un procede de detection selon 
invention, on cherche a mettre en evidence la presence d'une bacterie du genre 
Staphylococcus et, dans une premiere variante, on realise les etapes dans 
10 lesquelies : 

1- on met en contact au moins une sonde de genre comprenant un dit 
oligonucleotide comprenant une sequence incluse dans Tune des sequences 
SEQ.ID. n° 7 a 10, les sequences inverses et les sequences complementaires, 
et 

15 2- on determine la formation ou I'absence de formation d'un complexe 

d'hybridation entre ladite sonde de genre et les acides nucleiques de 
Pechantillon, et on determine la presence d'une dite bacterie du genre 
Staphylococcus s'il y a formation d'un complexe d'hybridation. 

Dans une deuxieme variante de realisation d'un procede de detection 

20 d'une bacterie du genre Staphylococcus, on realise les etapes dans lesquelies : 

1- on met en contact les amorces d'amplification comprenant desdits 
oligonucleotides comprenant une sequence d'au moins 12 motifs nucleotidiques 
incluse dans au moins deux sequences tirees des sequences SEQ.ID. n° 7 a 10, 
sequences inverses et sequences complementaires, avec un echantillon 

25 contenant ou susceptible de contenir des acides nucleiques d'au moins une telle 
bacterie du genre Staphylococcus, avec : 

- comme amorce 5 1 : un oligonucleotide choisi parmi les oligonucleotides 
comprenant une sequence incluse dans Tune des sequences SEQ.ID. n° 7 ou 9 
ou les sequences complementaires, de preference un oligonucleotide consistant 

30 dans lesdites sequences completes, et 

- comme amorce 3' : un oligonucleotide comprenant une sequence incluse 
dans Tune des sequences SEQ.ID. n° 10 ou 8 ou respectivement une sequence 



WO 03/020972 



10 



PCT/FR02/03012 



complementaire, de preference un oligonucleotide consistant dans lesdites 
sequences completes. 

2- on realise une amplification d'acides nucleiques par reaction de 
polymerisation enzymatique et on determine I'apparition ou Pabsence d'un 
5 produit d'amplification, et on determine ainsi la presence de ladite bacterie dans 
I'echantillon si un produit d'amplification est apparu. 

Plus particulierement dans cette deuxieme variante du premier mode de 
realisation, on utilise comme amorce 5 1 un oligonucleotide de sequence SEQ.ID. 
n° 7 ou 9 ou une sequence complementaire, et comme amorce 3' un 
10 oligonucleotide de sequence SEQ.ID. n° 10 ou respectivement une sequence 
complementaire. 

Dans un deuxieme mode de realisation du procede de detection d'une 
bacterie selon I'invention, on cherche a detecter specifiquement une espece 
donnee d'une bacterie du genre Staphylococcus choisie parmi les especes 

15 Staphylococcus xylosus, Staphylococcus warneri, Staphylococcus simulans, 
Staphylococcus sciuri, Staphylococcus schleiferi, Staphylococcus 
saphrophyticus, Staphylococcus saccharolyticus, Staphylococcus pulveris, 
Staphylococcus muscae, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus lentis, 
Staphylococcus kloosii, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hyicus, 

20 Staphylococcus hominis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus 
gallinarum, Staphylococcus fefis, Staphylococcus equorum, Staphylococcus 
epidermidis, Staphylococcus cohni, Staphylococcus chromogenes, 
Staphylococcus carnosus, Staphylococcus capitis, Staphylococcus auricularis, 
Staphylococcus aureus subs, aureus, Staphylococcus aureus subs, anaerobius, 

25 Staphylococcus arlettae, Staphylococcus caprae. 

Dans une premiere variante de ce deuxieme mode de realisation du 
procede selon I'invention, on realise les etapes dans lesquelles : 

1- on met en contact un echantillon contenant ou susceptible de contenir 
des acides nucleiques d f au moins une telle bacterie, avec au moins une sonde 

30 d'espece consistant dans un dit fragment de gene comprenant une sequence 
incluse dans Tune des sequences SEQ.ID. n° 1 1 a 39, les sequences inverses et 
sequences complementaires, de preference un oligonucleotide consistant dans 
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i'une desdites sequences SEQ.ID. n° 11 a 39, ou un oligonucleotide de 
sequence inverse ou complementaire, et 

2- on determine la formation ou Pabsence d'un complexe d'hybridation 
entre ladite sonde et les acides nucleiques de I'echantillon. 
5 Dans une seconde variante de ce dit deuxieme mode de realisation du 

procede selon Pinvention dans lequel on cherche a detecter specifiquement une 
espece donnee d'une bacterie du genre Staphylococcus choisie parmi les 29 
especes citees ci-dessus, le proced6 comprend les etapes dans lesquelles, dans 
un echantillon contenant ou susceptible de contenir des acides nucleiques d ! au 

10 moins une dite bacterie : 

a) on realise une reaction de sequengage d'un fragment du gene rpoB 
amplifie d'une dite bacterie donnee a Paide des amorces nucleotidiques 
consistant dans des oligonucleotides comprenant une sequence incluse dans les 
sequences SEQ.ID. n°7 ou 9 comme amorce 5', et SEQ.ID. n°10 comme amorce 

15 3', de preference des oligonucleotides consistant dans lesdites sequences 
SEQ.ID. n° 7 ou 9 et 10, ou leurs sequences complementaires, et 

b) on determine la presence ou Pabsence de Pespece donnee de ladite 
bacterie en comparant la sequence dudit fragment obtenu avec la sequence du 
gene complet rpoB de ladite bacterie ou la sequence d'un fragment du gene 

20 rpoB de ladite bacterie comprenant respectivement lesdites sequences n° 11 a 
39 et sequences complementaires, et on determine ainsi la presence de ladite 
bacterie dans Pechantillon si la sequence du fragment obtenue est identique a la 
sequence connue du genre ou du fragment de gene rpoB de ladite bacterie. 
Plus particulierement dans cette seconde variante: 

25 - a Tetape a) on realise les etapes comprenant : 

1- une premiere amplification de I'acide nucleique dudit echantillon avec 
un couple d'amorces 5' et 3 1 choisi parmi des oligonucleotides comprenant 
respectivement les sequences SEQ.ID. n° 7 et respectivement SEQ.ID. n° 10 ou 
leurs sequences complementaires, et on determine I'apparition ou Pabsence d'un 

30 produit d'amplif ication a I'etape 1 , et 

2- une reaction de sequengage des amplifiats determines a Petape 1 avec 
les amorces 5' et 3 1 consistant dans des oligonucleotides comprenant les 
sequences SEQ.ID. n° 9 et respectivement SEQ.ID. n°10 f de preference 
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consistant dans lesdites sequences SEQ.ID. n° 7 et 10 ou leurs sequences 
complementaires, de preference consistant dans lesdites sequences SEQ.ID. n° 
9 et 10 ou leurs sequences complementaires, et 

- a I'etape b), on compare les sequences obtenues avec respectivement 
5 Tune des sequences SEQ.ID. n° 1 1 a 39 ou leurs sequences complementaires. 

Un autre objet de la presente invention est un gene ou fragment de gene 
rpoB d ! une bacterie du genre Staphylococcus , caracterise en ce qu'il comprend 
une sequence telle que decrite dans les sequences SEQ.ID. n° 11 a 29 et 30 a 
39. 

io Un autre objet de la presente invention est la sequence complete du gene 

rpoB des bacteries Staphylococcus saccharolyticus, Staphylococcus 
lugdunensis, Staphylococcus caprae, et Staphylococcus intermedius telles que 
decrites dans les sequences SEQ.ID. n° 3 a 6, comme mentionne 
precedemment ces fragments de genes rpoB et genes complets sont utiles 

15 notamment pour un procede selon I'invention. 

La sequence complete du gene rpoB peut etre utilisee pour identifier la 
bacterie pas seulement par I'etude de sa sequence primaire, mais aussi, par 
i'etude des structures secondaire et tertiaire de I'ARN messager provenant de la 
transcription de la sequence complete d'ADN. 

20 Un autre objet de la presente invention est un dit fragment de gene rpoB 

ou oligonucleotide choisi parmi les oligonucleotides ayant une sequence 
consistant dans les sequences SEQ ID n° 11 a 39 et parmi les oligonucleotides 
de sequences inverses et sequences complementaires tels que definis ci- 
dessus. 

25 Un autre objet de la presente invention est un oligonucleotide comprenant 

une sequence d'au moins 12, de preference de 12 a 35, motifs nucl^otidiques 
consecutifs incluse dans Tune des sequences SEQ.ID. n° 7 a 10, dans lesquelles 
N represente un nucleotide choisi parmi I'inosine et un melange equimolaire de 4 
nucleotides differents choisis parmi A, T, C ou Q, et les oligonucleotides de 

30 sequences inverses et sequences complementaires, de preference consistant 
dans les sequences SEQ.ID. n° 7 et 10 et les sequences inverses et sequences 
complementaires dans lesquelles N represente Tinosine. 
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Les sequences SEQ ID n° 7 a 39 peuvent etre preparees par synthese 
chimique en utilisant les techniques bien connues de rhomme du metier et 
decrites par exemple dans ('article de Itakura K. et al. [(1984) Annu. 

Rev. Biochem. 53 :323]. 
5 Une premiere application d'un oligonucleotide selon I'invention est son 

utilisation comme sonde pour la detection, dans un echantillon biologique, de 
bacteries de Tune des especes du genre Staphylococcus qui comprend une 
sequence nucleotidique d'au moins 12 motifs nucleotidiques consecutifs incluse 
dans I'une des sequences SEQ ID n° 7 a 39, et leurs sequences inverses ou 

io complementaires. 

Une sonde comprenant les sequences SEQ.ID. n° 7 a 10 sera utilisee a 
titre de sonde de genre et une sonde comprenant I'une des sequences SEQ.ID. 
n° 1 1 a 39 sera utilisee a titre de sonde d'espece. 

Les sondes selon I'invention peuvent etre utilisees, a des fins de 

15 diagnostic, comme mentionne precedemment, par la determination de la 
formation ou de I'absence de formation d'un compiexe d'hybridation entre la 
sonde et un acide nucleique cible dans un echantillon, selon toutes les 
techniques d'hybridation connues et notamment les techniques de depot 
ponctuel sur filtre, dites « DOT-BLOT » [Maniatis et al. (1982) Molecular Cloning, 

20 Cold Spring Harbor], les techniques de transfert d'ADN dites « SOUTHERN 
BLOT » [Southern E.M., J. Mol. Biol. (1975) 98 :503], les techniques de transfert 
d'ARN dites « NORTHERN BLOT », ou les techniques dites « sandwich », en 
particulier avec une sonde de capture et/ou une sonde de detection, lesdites 
sondes etant capables de s'hybrider avec deux regions differentes de I'acide 

25 nucleique cible, et I'une au moins desdites sondes (generalement la sonde de 
detection) etant capable de s'hybrider avec une region de la cible qui est 
specifique de I'espece, etant entendu que la sonde de capture et al sonde de 
detection doivent avoir des sequences nucleotidiques au moins partiellement 
differentes. 

30 L'acide nucleique a detecter (cible) peut etre de I'ADN ou de I'ARN (le 

* 

premier obtenu apres amplification par PCR). Dans le cas de la detection d'une 
cible de type acide nucleique double brin, il convient de proceder a la 
denaturation de ce dernier avant la mise en oeuvre du procede de detection. 
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Uacide nucleique cible peut etre obtenu par extraction selon les methodes 
connues des acides nucleiques d'un echantillon a examiner. La denaturation 
d'un acide nucleique double brin peut petre effectuee par les methodes connues 
de denaturation chimique, physique ou enzymatique, et en particulier par 
5 chauffage a une temperature appropriee, superieure a 80°C. 

Pour mettre en oeuvre les techniques d'hybridation precitees, et en 
particulier les techniques « sandwich », une sonde de I'invention, appelee sonde 
de capture est immobilisee sur un support solide, et une autre sonde de 
invention, appelee sonde de detection, est marquee avec un agent marqueur. 
10 Les exemples de support et d'agent marqueur sont tels que definis 
precedemment. 

De maniere avantageuse, une sonde d'espece est immobilisee sur un 
support solide, et une autre sonde d'espece est marquee par un agent 
marqueur. 

15 Une autre application d'un oligonucleotide de I'invention est son utilisation 

comme amorce nucleotidique comprenant un oligonucleotide monocatenaire 
choisi parmi les oligonucleotides ayant une sequence d'au moins 12 motifs 
nucleotidiques incluses dans Tune des sequences SEQ ID n° 7 a 39, qui est 
utilisable dans la synthese d'un acide nucleique en presence d'une polymerase 

20 par un procede connu en soi, notamment dans des methodes d'amplification 
utifisant une telle synthese en presence d'une polymerase (PCR, RT-PCR, etc .). 
En particulier, une amorce de I'invention peut etre utilisee pour la transcription 
inverse specifique d'une sequence d'ARN messager de bacterie d'une espece 
du genre Staphylococcus pour obtenir une sequence d'ADN complementaire 

25 correspondante. Une telle transcription inverse peut constituer le premier stade 
de la technique RT-PCR, le stade suivant etant ('amplification par PCR de PADN 
complementaire obtenu. On peut egalement utiliser les amorces de I'invention 
pour ('amplification specifique par reaction de polymerisation en chaTne de la 
sequence totale de PADN du gene rpoB d'une espece du genre Staphylococcus. 

30 Selon un cas particulier ladite amorce comprenant un oligonucleotide de 

I'invention comprend en outre la sequence sens ou anti-sens d'un promoteur 
reconnu par une ARN polymerase (promoteurs T7, T3, SP6 par exemple 
[Studier FW, BA Moffatt (1986) J. Mol. Biol. 189 :113] : de telles amorces sont 
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utilisables dans des procedes d'amplification d'acide nucleique faisant intervenir 
une etape de transcription, tels que, par exemple, les techniques NASBA ou 
3SR [Van Gemen B. et al. Abstract MA 1091, 7 th International Conference on 
AIDS (1991) Florence, Italy]. 
5 Un autre objet de invention est une amorce nucleotidique comprenant un 

oligonucelotide monocatenaire choisi parmi les oligonucleotides ayant une 
sequence comprenant Tune des sequences SEQ ID n° 1 1 a 29 et 31 a 39, ou de 
preference, consistant dans Tune des sequences SEQ.ID. n° 11 a 39 qui est 
utilisable pour le sequengage total ou partiel du gene rpoB d'une souche 

10 quelconque d'une espece du genre Staphylococcus. 

Le sequengage du gene rpoB partiel ou complet chez toute bacterie du 
genre Staphylococcus perrmet Identification de toute bacterie Staphylococcus 
par analyse bioinfonmatique de cette sequence et la reconnaissance de 
nouvelles especes de bacteries Staphylococcus inconnues. 

15 De preference, dans une utilisation comme amorce ou pour le 

sequengage des genes rpoB on utilise les sequences SEQ ID n°7 a SEQ ID 
n°10, dans Iesquelles N est Pinosine de preference, les sequences SEQ ID n°7 
et SEQ.ID. n° 10. 

La presente invention a egalement pour objet une trousse de diagnostic 
20 utile dans un procede selon Pinvention comprenant au moins un dit fragment de 
gene dudit oligonucleotide consistant dans les sequences SEQ.ID. n° 7 a 39 et 
les sequences inverses et sequences complementaires ou un dit oligonucleotide 
comprenant une sequence incluse dans une des sequences SEQ.ID. n° 7 a 10, 
et/ou au moins un dit fragment de gene rpoB d'une dite bacterie comprenant les 
25 sequences SEQ.ID. n° 1 1 a 39, et les oligonucleotides et fragments de genes de 
sequences inverses et sequences complementaires, tels que definis ci-dessus. 

Dans la presente description, on entend par "sequences inverses et 
sequences complementa!res D les sequences suivantes : 

- la sequence inverse de ladite sequence, 

30 - la sequence complementaire de ladite sequence, et 

- la sequence complementaire de la sequence inverse de ladite sequence. 
Enfin, un dernier objet de Pinvention est une sonde de therapie genique 

pour traiter les infections provoquees par une souche appartenant a une espece 
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du genre Staphylococcus, ladite sonde comprenant un oligonucleotide tel que 
defini precedemment. Cette sonde de therapie genique, capable de s'hybrider 
sur TARN messager et/ou sur TADN genomique desdites bacteries, peut bloquer 
les phenomenes de traduction et/ou transcription et/ou de replication. 
5 Le principe des methodes de therapie genique est connu et repose 

notamment sur Putilisation d'une sonde correspondant a un brin anti-sens : la 
formation d'un hybride entre la sonde et le brin sens est capable de perturber au 
moins Tune des etapes du decryptage de (Information genetique. Les sondes de 
therapie genique sont done utilisables comme medicaments antibacteriens, 

10 permettant de lutter contre les infections causees par les bacteries des especes 
du genre Staphylococcus. 

L'invention sera mieux comprise a I'aide de Texpose ci-apres, divise en 
exemples, qui concement des experiences effectuees dans le but de realiser 
Tinvention et qui sont donnees a titre purement illustratif. 

15 La figure 1 represente la visualisation des produits d'amplification par 

coloration au bromure d'ethidium apres electrophorese sur un gel d'agarose 
obtenu a I'exemple 3. 

Exemple 1. Sequence du gene rpoB de quatre especes du genre 
20 Staphylococcus : Staphylococcus saccharolyticus, Staphylococcus lugdunensis, 
Staphylococcus caprae et Staphylococcus intermedius. 

La sequence complete du gene rpoB des bacteries des especes 
Staphylococcus saccharolyticus, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus 

25 caprae et Staphylococcus intermedius a ete determinee par amplification 
enzymatique et sequen9age automatique direct utilisant des amorces consensus 
entre les sequences du gene rpoB chez Staphylococcus aureus (GenBank n° 
d'acces X64172) Bacillus subtillis (GenBank n° d'acces L43593). Cette derniere 
espece bacterienne a ete choisie comme Tespece Gram-positive de bas contenu 

30 en guanosine plus cytosine la plus proche des especes du genre 
Staphylococcus (proximite phylogenetique basee sur la comparaison des 
sequences du gene 16S rADN). 
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Plusieurs amorces consensus potentielles ont fait I'objet d'investigations 
pour obtenir un fragment susceptible de conduire k la sequence complete de 
genes rpoB par elongations successives a partir d'une serie d'amorces 
specifiques- 

5 Ces amorces consensus ont les sequences suivantes : 

SEQ ID n°1 : 5'-AAA CTT AAT AGA AAT TCA AAC TAA A -3' 
SEQ ID n°2 : 5'-ATC TGG TAA AGC ATT ACC AA - 3' 
et ont permis d'obtenir un premier fragment F1 d'une longueur de 1 .007 paires 
de bases chez ces quatre especes. A partir de i'alignement de la sequence de 

10 ce premier fragment F1 sur les sequences de Staphylococcus aureus et Bacillus 
subtilis, un grand nombre de tentatives avec des amorces theoriquement ou 
potentiellement appropriees ont echoue et finalement une succession d'amorces 
oligonucleotidiques a ete determinee pour pemnettre d'amplifier et de sequencer 
par etapes successives la totalite du gene rpoB chez les quatre especes 

15 Staphylococcus saccharolyticus, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus 
caprae et Staphylococcus intermedius. La sequence, la position relative a la 
sequence du gene rpoB de Staphylococcus aureus dans GenBank (numero 
d'acces X64172) et la temperature d'hybridation de ces amorces sont 
presentees dans le tableau suivant : 



Amorce 


Sequence de Pamorce (5* - 3') 


Position 


Tm (°C) 


30 F 


GGTTTAGGATTAAAAGATGC 


30-50 


41 


192 F 


GAAGAAGTTGGAGCTACTG 


1 92-21 1 


44 


806 F 


AATAAGAGCAGGGAAAGAAAC 


806-827 


43 


920 F 


AAAGAAAAGAATGAATGAACTT 


920-942 


39 


1165 F 


TATGCTTATGGTATTTAGCTA 


1 1 65-1 1 86 


39 


1302 F 


AAACTTAATAGAAATTCAAACTAAA 


1302-1327 


58 


1450 F 


GTTCAAACGATAAATAGAGAA 


1450-1471 


39 


1741 F 


GAAACAGATGCTAAAGATGT 


1741-1761 


41 


1 850 F 


CCATATACTGCGAGTGGGAA 


1850-1870 


47 


2245 F 


TAGAAATTCAATCAATTAAGTATATG 


2245-2271 


62 


2309 F 


TTGGTAATGCTTTACCAGAT 


2309-2329 


41 


2334 F 


TGCATTACACCAGCAGATATCATTG 


2334-2359 


70 
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2412 F 


GATGATATTGACCATTTAGG 


2412-243 


41 


2534 F 


TGAAAGAATGTCAATTCAAGA 


2534-2555 


39 


2663 F 


AAACCCATTAGCTGAGTT 


2663-268 


38 


2995 F 


TGGTCGTTTCATGGATGATGAAGTTG 


2995-31 1 9 


74 


2924 F 


AAGATAGCTATGTTGTAGCA 


2924-2944 


41 


3200 F 


CTTAGAGAACGATGACTCTAA 


3200-3221 


43 


3498 F 


TAGTTGGTTTCATGACTTGGGA 


3498-3520 


46 


3550 F 


TTGAAAGTCCAACAAAGCAA 


3550-3570 


38 


3843 F 


GGTAAAGTAACGCCTAAAGGT 


3843-3864 


45 


4494 F 


TGGAGGTATGGGCACTTGAA 


4494-4514 


47 



Les amplifications ont ete realisees sous un volume final de 50 pi comprenant 
2,5 x 10~ 2 U de Taq polymerase, 1 X de tampon de Taq et 1 ,8 mM de MgCfe, 200 
de dATP, dTTP, dGTP, dCTP et 0,2 \iM de chaque amorce. Elles ont ete 
5 realisees suivant le programme suivant : 35 cycles comportant une etape de 
denatu ration a 94°C pendant 30 secondes, hybridation des amorces a 52°C 
pendant 30 secondes et extension a 72°C pendant 60 secondes, Les produits 
d'amplification ont ete purifies sur colonne puis sequences a I'aide des amorces 
oligonucleotidiques de sequengage presentees dans le tableau suivant : 

10 



1759R 


ACATCTTTAGCATCTGTTTC 


1779-1759 


48 


1460 R 


ATCGTTTGAACGCCACTCTT 


1480-1460 


45 


1910 R 


TCATAGTAAGTTTGCGCCAT 


1930-1910 


43 


2309 R 


ATCTGGTAAAGCATTACCAA 


2329-2309 


41 


2334 R 


CAATGATATCTGCTGGTGTAATGCA 


2354-2334 


68 


2432 R 


CCTAAATGGTCAATATCATC 


2452-2432 


41 


2573 R 


CGAATATTAATTAATTGTTG 


2593-2573 


34 


2892 R 


GTGATAGCATGTGTATCTAAATCA 


2912-2892 


64 


2915 R 


TAACTATCTTCTTCATCAGC 


2935-2915 


41 


2924 R 


TGCTACAACATAGCTATCTT 


2944-2924 


41 


2995 R 


CAACTTCATCATCCATGAAACGACCA 


3015-2995 


74 


Cm32b 


ATGCAACGTCAGGCCGTTCCG 


3211-3191 


64 
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3321 R 


AGACGACGAACAGAATTTCA 


3341-3321 


56 


3610 R 


GCTCGAATGATAACGTGATT 


3630-3610 


43 . 


4139R 


ACTTGTCCAATGTTCATACG 


4159-4139 


44 . 


4502 R 


CATATGCTTCAAGTGCCCATA 


4523-4502 


45 . 

■ 


4508 R 


CCAAGTGGTTGTTGTGTAAC 


2428-4508 


45 


4871 R 


TTTAGAGCTTTCACTGTTTG 


4891-4871 


41 ' 


5000 R 


CACCATATGACCAAGAACGAA 


5021-5000 


45 


5018 R 


CAATCAAGGAGCCTACCTCCTT 


5040-5018 


50 


5030 R 


GAAATTATTTACATCAATCAA 


5051-5030 


36 

• * 


5041 R 


TAACTATCTTCTTCATCAG C 


5061-5041 


41 


5085 R 


CCCAGTCTTTTGTAGGTCCG 


5105-5085 


49 " 


5188 R 


CCCATTCTTTCACGACGTAC 


5208-51 88 


47 " 



- -1 



Les reactions de s6quengage ont ete realisees en utilisant les reactifs du kit ABI 
Prism dRhodamine Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 
(Perkin Elmer Applied Biosystems) selon les recommandations du fournisseur 
5 suivant le programme suivant : 30 cycles comprenant une etape de denaturation 
a 94°C pendant 10 sec, une etape d'hybridation de I'amorce a 50°C pendant 10 
sec. et une etape d'extension a 60°C pendant 2 minutes. Les produits de 
sequengage ont ete separes par electrophorese sur un gel de polyacrylamide 
sur un sequenceur 377 DNA Sequencer (Perkin) et analyses pour former des 
io sequences consensus par le logicel Sequence Assembler (Applied Biosystems). 
Cette approche nous a pemnis de determiner la sequence complete du gene 
rpoB chez quatre especes du genre Staphylococcus : 

SEQ ID N°3 : Sequence du gene rpoB de Staphylococcus 
15 saccharolyticus. Cette sequence mesure 3.791 paires de bases et possede un 
contenu en cytosine plus guanosine de 36,8% est deposee dans GenBank sous 
le numero GenBank accession AF325871 . 

S'ATGAAACTTAATAGAAATTCAAACTAAATCTTATGATTGGTTCCTTAAAGAA 
GGGTTATTAGAAATGTTTAGAGACATTTCACCAATTGAAGATTTCACAGGCA 
20 ACCTATCTTTAGAATTTGTAGATTATAGATTAGGTGAACCAAATTATGATTTA 
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GAAGAATCTAAAAATCGTGACGCTACTTATGCTGCACCTCTTCGTGTCAAAG 

TACGTCTCATTATTAAAGAAACAGGCGAAGTAAAAGAACAAGAAGTCTTCAT 

GGGTGATTTCCCATTAATGACAGACACAGGTACATTTGTTATCAATGGTGCT 

GAGCGTGTTATCGTGTCTCAATTAGTACGTTCACCATCTGTTTATTTCAACG 

AAAAAATTGATAAAAACGGTCGTGAAAATTATGATGCGACTATTATTCCTAAC 

CGTG GTG CTTGGTTAG AATATGAAACAG ATGCTAAAG ATGTCGTTTATGTTC 

GTATCGATAGAACACGTAAATTACCATTAACTGTATTGTTACGTGCGCTAGG 

TTTCTCAACTGATCAAGAAATCGTTGATTTAATAGGAGACAGTGAATATTTAC 

GTAATACATTAGAAAAAGATGGAACTGAAAATACAGAACAAGCTTTATTAGA 

AATTTATGAACGTTTGCGTCCTGGCGAACCACCAACAGTAGAAAATGCTAAA 

AGCTTATTATATTCACGTTTCTTCGATCCTAAACGCTATGAT7TAGCAAGTGT 

AGGTCGTTATAAAGCTAACAAAAAGTTACATTTAAAACACCGTTTATTTAATC 

AAAAACTAGCAGAACCAATTGTTAATAGTGAAACAGGTGAGATTGTAGCGGA 

AGAAGGTACTGTACTTGATCGTCGTAAACTAGATGAAATCATGGACGTATTG 

GAGACAAACGCTAATAGCGAAGTCTTTGAACTTGAAGGTAGTGTCATTGATG 

AACCAGTAGAAATTCAATCAATTAAAGTATATGTTCCTAATGATGAAGAAGGT 

CGAACTACTACTGTTATTGGTAATGCATTACCAGACTCAGAAGTTAAATGTAT 

TACTCCGGCTGATATTATCGCCTCAATGAGTTACTTCTTTAACTTATTGAATG 

GAATTGGTTATACAGATGATATTGACCACTTAGGTAATCGTCGTTTACGTTC 

AGTTGGTGAATTACTACA AAACCAATTCCGTATCGGTTT( SEQIPN°7)GTCTA 

GAATGGAACGTGTTGTACGTGAGAGAATGTCAATTCAAGACACTGATTCTAT 

CACTCCACAACAATTAATTAATATTCGTCCAGTCATTGCATCTATTAAAGAAT 

11)11 GGTAGTTCTCAATTATC TCAATTCATGGACCAAGC( SEQIDN°9)AAAC 

CCATTAGCTGAGTTGACTCATAAACGTCGTTTATCAGCTCTAGGACCTGGT 

G GTTT AACTCGTG AACGCGCTC AAATGG AAGTACGTG ACGTG C ATTATTCT 

CACTACGGTCGTATGTGCCCTATTGAAACACCTGAGGGCCCAAACATTGG 

ATTAATTAACTCATTATCTAGTTATGCAAGAGTAAATGAATTTGGTTTTATT 

GAAACACCTTATCGTAAAGTTGATTTAGATACTAATTCAATCACTGACCAA 

ATTGACTACTTAACTGCTGATGAAGAAGATAGTTATGTTGTTGCACAAGCA 

AACTCACGTCTTGATGAAAATGGGTGCTTCTTAGATGATGAAGTTGTTTGT 

CGTTTTCGTGGCAATAACACAGTGATGGCTAAAGAAAAAATGGACTATAT 

GGACGTATCACCTAAACAAGTAGTTTCAGCAGCTACTGCATGTATCCCATT 

CTTAGAAAACGATGACTCAAACCGAGCATTAATGGGTGCAAACATGCAAC 
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GTCAAGCAGTACCATTAATGAACCCAGAAGCGCCATTTGTTGGAACAGGT 

ATGGAACATGTAGC( SEQIDN°10)AGCGCGTGACTCAGGTGCAGCAATTACT 

GCTAAGCATAGAGGACGTGTTGAACATGTTGAGTCTAATGAAGTTTTAGTTC 

GTCGTTTAGTAGAAGAAAATGGTATTGAACATGAAGGTGAATTAGATCGCTA 

TCCATTAGCAAAATTCAAACGTTCAAACTCTGGTACATGTTATAACCAACGC 

CCAATTGTTTCTGTTGGAGACGTTGTTGAATATAACGAAATTTTAGCAGACG 

GTCCTTCAATGGAACTAGGTGAAATGGCTTTAGGTGGTAACGTAGTTGTAG 

GTTTCATGACTTGGGACGG( SEQIDN°8)TTATAACTATGAGGATGCCGTTATC 

ATGAGCGAACGTTTAGTTAAAGATGATGTCTATACATCTATTCATATCGAAGA 

ATACGAATCAGAAGCACGTGACACTAAATTAGGACCTGAAGAAATTACTCGT 

GATATTCCTAATGTGTCTGAAAGTGCGCTTAAAAACTTAGACGATCGTGGTA 

TCGTTTATGTTGGTGCCGAAGTTAAAGATGGTGACATCTTAGTAGGCAAAGT 

AACGCCTAAAGGTGTAACGGAACTAACAGCAGAAGAAAGATTATTACATGCT 

ATTTTCGGTGAAAAGGCTCGTGAAGTTCGTGATACTTCATTACGTGTACCAC 

ATGGTGCAGGGGGCATCGTATTAGATGTAAAAGTCTTCAACCGTGAAGAGG 

GCGATGACACTTTATCTCCTGGTGTAAATCAATTAGTACGTGTTTATATCGTT 

CAAAAACGTAAAATTCATGTAGGGGATAAAATGTGCGGTCGTCATGGTAATA 

AAGGTGTTATTTCTAAAATTGTTCCTGAAGAAGATATGCCATACTTACCTGAT 

GGTCGACCAATCGACATCATGTTAAATCCACTTGGTGTACCTTCACGTATGA 

ACATTGGACAAGTGCTAGAATTACACTTAGGTATGGCTGCTAAAAACTTAGG 

CATCCACATTGCATCACCAGTATTTGATGGTGCTAATGATGATGATGTTTGG 

TCTACAATCGAAGAGGCCGGCATGGCACGTGATGGTAAGACTGTATTATAT 

GATGGGCGTACGGGTGAACCGTTTGATAACCGTATTTCTGTAGGTGTAATG 

TACATGCTTAAACTTGCTCACATGGTTGATGACAAATTGCATGCACGTTCAA 

CAGGACCATACTCACTCGTTACACAACAACCACTCGGTGGTAAAGCACAATT 

TGGTGGACAACGTTTCGGTGAGATGGAGGTATGGGCACTTGAAGCATATGG 

TGCTGCTTATACTTTACAAGAAATCTTAACTTATAAATCTGACGATACAGTAG 

GACGTGTTAAAACTTACGAATCTATCGTTAAAGGTGAAAACATCTCTAGACC 

AAGTGTTCCTGAGTCATTCCGAGTACTGATGAAAGAATTACAAAGTTTAGGA 

TTAGATGTTAAAGTAATGGATGAGCATGATAATGAAATTGAAATGGCAGATG 

TTGATGATGAAGATGCAACGGAACGCAAAGTAGATTTACAACAAAAAAATGC 

TCCGGAATCACAAAAAGAAACAACTGATTAATAAGCACTTAAGATAAATGAA 

TACTTAAAGG GTATGAAATG ATTATCATTTCAACTTCTTTAG GTATTCGATTT 
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CAATGAAAGTAATCAATCAAATAGCACAGCTAATCTAAATTGAAGGAGGTAG 

GCTCCTTGATTGATGTAAATAATTTCCATTATATGAAAATAGGATTAGCTTCA 

CCTGAAAAGATTCGTTCTTGGTCATATGGTGAAGTTAAGAAACCTGAAACAA 

TAAACTATCGTACTTTAAAGCCAGAAAAAGATGGTCTTTTCTGTGAAAGAATT 

TTCGGACCTACAAAAGACTGGGAAATTTTTAA-3' 

SEQ ID N°4 : Sequence du gene rpoB de Staphylococcus lugdunensis 
Cette sequence mesure 3.855 paires de bases et possede un contenu en 

cytosine plus guanosine de 36,4% est deposee dans GenBank sous le numero 

GenBank accession AF325870. 

5'ATGTCTTATGATTGGTTCCTAAAAGAAGGTTTACTAGAAATGTTCCGTGAT 

ATCTCACCAATTGAAGATTTCACAGGTAACCTATCATTAGAGTTTGTAGATTA 

CAGATTAGGTGAACCAAAGTATGATTTAGAAGAATCGAAAAATCGTGACGCT 

ACTTATGCTGCACCTCTTCGTGTTAAAGTGCGTCTCGTTATAAAAGAAACAG 

GTGAAGTTAAAGAGCAAGAAGTATTTATGGGAGACTTCCCATTAATGACAGA 

TACAGGTACGTTTGTTATTAATGGTGCAGAGCGTGTTATTGTATCGCAATTA 

GTACGTTCACCATCCGTTTACTTTAATGAAAAAATTGACAAAAACGGACGAG 

AAAATTATGATGCTACAATCATTCCTAACCGTGGTGCCTGGTTAGAATACGA 

AACAGATGCTAAAGATGTTGTCTATGTTCGTATTGATAGAACTCGTAAATTG 

CCATTAACTGTCTTATTACGCGCATTAGGCTTTTCAACTGATCAAGAAATTGT 

TGAGTTGTTAGGCGATAACGAATACTTGCGTAATACATTAGAAAAAGACGGA 

ACAGAAAACACTGAACAAGCGTTATTAGAAATTTATGAACGTTTACGTCCTG 

GTGAACCACCAACAGTTGAAAATGCAAAAAGTTTATTATATTCTCGCTTCTTC 

GATCCGAAACGCTATGATTTAGCAAGCGTTGGACGTTATAAAGCGAACAAAA 

AATTGCATCTAAAACACCGTTTATTTAATCAAAAATTAGCAGAGCCTATCGTA 

AACAGCGAAACAGGTGAAATTGTTGCTGAAGAAGGTACTGTATTAGATCGTC 

GCAAATTAGACGAAATTATGGACGTTCTTGAAACAAATGCGAATAGTGAAGT 

ATTCGAATTAGAAGGAACAGTAATAGACGAACCGGTTGAAATTCAATCAATC 

AAAGTCTATGTACCAAATGATGAAGAAGGTTGTACAACAACGATAATTGGTA 

ATGCTTTACCAGATTCAGAAGTGAAATGTATCACACCTGCAGATATTATTTCT 

TCTATGAGTTACTTCTTCAACTTATTAGCTGGCATTGGTTACACGGATGATAT 

CGATCATTTAGGTAACCGTCGTTTACGTTCAGTTGGTGAGTTATTGCAAAAC 

CAATTCCGTATTGGTTT(SEQ ID N°7)ATCAAGAATGGAACGTGTTGTGCGT 
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GAAAGAATGTCAATTCAAGATACCGAATCTATCACACCACAACAATTAATTAA 

TATTAGACCAGTTATTGCATCAATTAAAGAATTCTTTGGTAGTTCTCAATTAT 

CA CAATTCATGGACCAAGC( SEQIDN°9)TAACCCATTAGCAGAATTAACACA 

CAAACGTCGT7TATCTGCGTTAGGACCTGGTGGTTTAACACGTGAACGTG 

C ACAAATG G AAGTTCGTG ACGTGC ATTATTCTC ACTATGG CCGTATGTGTC 

CGATTGAAACACCAGAGGGTCCAAACATTGGTTTGATTAACTCATTATCTA 

GTTATGCGCGTGTCAACGAGTTTGGCTTTATTGAAACGCCTTATCGTAAAG 

TAGATATTGATACAAATGCAATCACAGATCAAATTGACTACTTAACTGCTG 

ATGAAGAAGACAGTTATGTCGTTGCACAAGCGAACTCTCGCCTTGATGAA 

AATGGTCGTTTCTTAGATGATGAAGTAGTATGCCGTTTCCGCGGTAATAAT 

ACTGTTATGGCTAAAGAAAAAATGGACTACATGGATGTATCTCCTAAACAA 

GTTGTTTCAGCTGCGACAGCATGTATTCCATTCTTAGAGAACGATGACTCT 

AACCGTGCATTGATGGGTGCAAACATGCAACGTCAAGCAGTTCCGTTGAT 

GAACCCTGAAGCGCCGTTCGTAGGA ACAGGTATGGAGCATGTTGC( SEQIP 

N°10)TGCTCGTGACTCTGGTGCTGCGATTACTGCAAAATACAGAGGTCGTGT 

AGAACACGTTGAATCTAATGAAATCCTAGTGCGTCGATTAATTGAAGAAAAT 

GGAAAAGAATATGAAGGCGAACTTGATCGCTATCCATTAGCGAAGTTTAAAC 

GCTCTAACTCTGGTACATGTTATAACCAACGTCCAATTGTTTCTATTGGCGA 

CGTTGTAGAATACAATGAAATTCTAGCTGACGGTCCATCAATGGAGCTTGGT 

GAAATGfiCATTAGGCCGCAACGfTGTAGTTG GTTTCATGACTTGGGACGG f 

SEQIDN°8)CTATAACTATGAAGATGCTGTCATCATGAGTGAACGTTTAGTCAA 

AGATGACGTTTACACATCTATTCATATTGAAGAATATGAATCAGAAGCACGT 

GATACGAAATTAGGACCTGAGGAAATCACACGTGATATTCCTAACGTCTCTG 

AAAGTGCACTTAAAAACTTAGACGATCGCGGTATTGTTTATGTAGGTGCAGA 

AGTTAAAGATGGCGATATTTTAGTAGGTAAAGTAACGCCTAAAGGTGTCACA 

GAGCTAACAGCTGAAGAACGTCTATTACATGCAATCTTTGGTGAAAAAGCAC 

GTGAAGTGCGTGACACTTCATTGCGTGTACCACATGGTGCTGGCGGTATTG 

TGCTAGATGTTAAAGTCTTCAACCGTGAAGAAGGAGATGACACACTTTCTCC 

AGGTGTTAACCAATTAGTACGCGTATATATTGTGCAGAAACGTAAAATACAC 

GTTGGGGACAAAATGTGTGGTCGTCATGGTAACAAAGGTGTCATTTCTAAG 

ATTGTTCCAGAAGAGGACATGCCTTATTTACCAGATGGACGTCCAATTGATA 

TTATGTTAAACCCACTTGGTGTGCCATCACGTATGAACATTGGACAAGTTCT 

AGAGTTGCATTTAGGTATGGCTGCTAAAAACTTAGGTATTCATGTTGCGTCA 



WO 03/020972 



PCT/FR02/03012 



24 



CCAGTATTTGATGGTGCGAACGATGAAGATGTATGGTCAACAATTGAAGAA 
GCTGGTATGGCACGTGACGGTAAAACCGTATTATATGATGGCCGTACAGGT 
GAGCCATTCGACAACCGTATCTCAGTTGGAGTTATGTACATGCTTAAACTTG 
CACATATGGTTGATGACAAATTACATGCTCGTTCAACAGGTCCATACTCATT 

5 AGTTACACAACAACCACTTGGTGGTAAAGCACAATTTGGTGGACAACGTTTC 
GGTGAGATGGAAGTATGGGCACTTGAAGCTTATGGTGCTGCCTATACATTG 
CAAGAAATCCTTACTTATAAATCTGATGATACGGTAGGCCGTGTTAAAACAT 
ACGAAGCTATCGTTAAAGGTGAAAACATTTCTAGACCAAGTGTTCCTGAATC 
ATTCCGTGTATTGATGAAAGAACTTCAAAGTTTAGGTTTAGATGTGAAAGTG 

10 ATGGATGAGCACGATAACGAAATCGAAATGGCAGATGTTGAAGATGAAGAT 
ACAACAGAGCGCAAAGTAGATTTGCAACAAAAAGATGCGCCACAATCTCAA 
CAAGAAGAAACTGCTGATTAGTCAATATATTAGATATAAGGAATGGTGTTAG 
GAACAAGTGCTACGGATGTTTAAACATAATGTGTTTTGAGTTGCATCCATCC 
TAACCTTTCCTTAATTTCAATAGATGTAAATCAATCAAATGGCACAGCTAATC 

15 TAAATTGAAGGAGGTAGGCTCCTTGATTGATGTAAATAATTTCCATTATATGA 
AAATCG GTTTAG CCTC ACCTG AAAAAATTCGTTCATGGTCATATGGTGAAGT 
GAAAAAACCAGAAACAATTAATTATCGTACGTTAAAACCAGAAAAAGATGGC 
TTATTCTGTGAGAGAATATTCGGCCCAACTAAAGATTGGGAATGTAGTTGTG 
GTAAATACAAACGTGTGCGTTATAAAGGCATGGTTTGTGATAGATGTGGTGT 

20 TGTAA - 3' 

SEQ ID N°5 : Sequence du gene rpoB de Staphylococcus caprae 
Cette sequence mesure 3.698 paires de bases et possede un contenu en 
cytosine plus guanosine de 37,4% est deposee dans GenBank sous le numero 

25 GenBank accession AF325868. 

5'ATGAAACTTAATAGAAATTCAAACTAAATCTTACGATTGGTTCCTTAAAGAA 
GGTTTATTAGAAATGTTTAGAGACATTTCTCCAATTGAAGATTTCACAGGTAA 
CCTATCTTTAGAATTTGTAGATTATAGATTAGGTGATCCGAAATACGATTTAG 
AAGAATCTAAAAACCGTGACGCTACTTATGCTGCACCTCTTCGTGTGAAAGT 

30 ACGTCTCATTATTAAAGAAACAGGCGAAGTGAAGGAACAAGAAGTCTTCATG 
GGTGATTTCCCATTAATGACTGACACAGGTACATTCGTTATCAATGGTGCTG 
AACGTGTTATCGTTTCTCAATTAGTACGTTCACCATCCGTTTATTTCAACGAG 
AAAATTGATAAAAATGGACGCGAAAACTACGATGCAACTATCATTCCTAACC 
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GTGGTGCTTGGTTAGAATATGAAACAGATGCGAAAGATGTAGTATACGTTCG 

TATCGATAGAACTCGTAAATTACCATTGACAGTATTATTACGTGCACTAGATT 

TCTCAACTGATCAAGAAATTGTTGATTTACTAGGTGAGAGTGAATATTTACGT 

AATACATTAGAAAAAGATGGTACTGAAAATACTGAACAAGCATTATTAGAAAT 

TTATGAACGTTTACGTCCTGGCGAACCACCAACAGTTGAAAATGCTAAAAGC 

TTATTATACTCACGCTTCTTCGACCCTAAACGTTATGATTTAGCAAGTGTTGG 

TCGTTACAAAGCTAACAAAAAGTTACATTTAAAACACCGTTTATTTAATCAAA 

AATTAGCAGAACCTATTGTTAATAGTGAAACAGGTGAGATTGTAGCTGAAGA 

AGGTACTGTATTAGATCGTCGTAAAATTGACGAAATCATGGACGTTTTAGAA 

ACAAACGCTAACAGTGAAGTTTTCGAATTAGAAGGTAGCGTTATTGACGAAC 

CTGTTGAAATTCAATCAATTAAAGTCTATGTACCTAATGATGAAGAAGGTCG 

CACAACTACTGTAATTGGTAATGCATTACCAGATTCAGAAGTTAAATGTATTA 

CTCCAGCTGATATCATTGCGTCAATGAGTTATTTCTTCAACTTATTAAATGGT 

ATTGGTTATACAGATGATATCGACCACTTAGGTAACCGTCGTTTACGTTCAG 

TTGGTGAACTTTTACAG AACCAATTCCGTATCGGTTT (SEQIDN°7)ATCAAG 

AATGGAACGTGTTGTTCGTGAAAGAATGTCTATTCAAGACACTGATTCAATC 

ACACCACAACAATTAATCAACATTCGTCCGGTTATTGCGTCTATTAAAGAATT 

CTTCGGAAGTTCACAATTATCG CAATTCATGGACCAAGC( SEQIDN°9)TAAC 

CCATTAGCTGAGTTGACTCATAAACGTCGTCTATCAGCATTAGGACCTGGT 

GGTTTAACGCGTGAACGTGCCCAAATGGAAGTGCGTGACGTTCACTATTC 

TC ACTATGG CCGTATGTGTCC AATCG AAAC ACCTG AG GG ACC AAAC ATTG 

GTTTAATCAACTCATTATCAAGTTATGCACGAGTAAATGAATTTGGTTTTAT 

TGAAACACCTTATCGTAAAGTAGATTTAGATACGAATTCTATCACTGACCA 

AATTGATTACTTAACTGCTGATGAAGAAGATAGTTATGTTGTTGCCCAAGC 

GAACTCTCGTTTAGACGAAAATGGTCGTTTCTTAGATGACGAAGTTGTTTG 

TCGTTTCCGTGGTAATAACACAGTTATGGCTAAAGAGAAAATGGACTACAT 

GGATGTATCTCCTAAACAAGTAGTATCTGCAGCGACAGCTTGTATTCCATT 

CTTAGAAAATGATGACTCTAACCGTGCATTAATGGGTGCGAACATGCAAC 

GTCAAGCAGTACCATTGATGAATCCAGAAGCGCCATTTGTTGG TACAGGT 

ATGGAACATGTAGC fSEQIDN°10)CGCACGTGATTCAGGTGCAGCGATTACT 

GCTAAACATAGAGGACGCGTTGAACACGTTGAATCTAACGAAGTATTAGTAC 

GTCGTTTAGTAGAAGAAAACGGCACTGAACATGAAGGTGAATTAGATCGTTA 

CCCATTAGCTAAATTCAAACGTTCAAACTCTGGTACATGTTATAACCAACGT 
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CCAATTGTTTCTGTTGGTGATGTAGTAGAATACAATGAAATTTTAGCTGACG 

GTCCTTCAATGGAATTAAGGTTGAAATGGCATAGGGACGTAACGTTGTTAGT 

TG GTTTCATGACTTGGGACGG (SEQIDN°8)TTATAACTACGAGGATGCTGTTA 

TCATGAGTGAACGTTTAGTTAAAGATGACGTTTATACTTCTATTCACATTGAA 

GAATATGAATCTGAAGCTCGTGATACTAAGTTAGGACCTGAAGAAATTACTC 

GTGACATTCCTAACGTATCTGAAAGTGCACTTAAAAACTTAGACGATCGCGG 

TATCGTTTATGTTGGTGCTGAAGTTAAAGACGGTGACATCTTAGTAGGTAAA 

GTAACGCCTAAAGGTGTAACTGAATTAACAGCTGAAGAAAGATTATTACATG 

CTATCTTCGGTGAAAAGGCTCGTGAAGTCCGCGATACATCATTACGTGTAC 

CACATGGTGCAGGCGGTATCGTTCTAGATGTTAAAGTATTCAATCGTGAAGA 

AGGCGATGATACGTTATCTCCAGGTGTAAACCAATTGGTACGTGTTTATATC 

GTTCAAAAACGTAAAATTCATGTAGGGGACAAAATGTGTGGTCGTCACGGTA 

ACAAAGGTGTTATCTCTAAAATTGTTCCTGAAGAAGATATGCCATACTTACCA 

GATGGTCGTCCAATCGACATCATGTTAAACCCACTTGGTGTACCATCACGTA 

TGAACATCGGACAAGTACTTGAGTTGCATTTAGGTATGGCTGCTAAGAACTT 

AGGCATCCATGTAGCATCTCCAGTATTCGATGGTGCAAACGATGATGATGTA 

TGGTCAACAATTGAAGAAGCAGGTATGGCTCGTGATGGTAAAACTGTATTAT 

ACGATGGACGTACAGGTGAACCATTCGATAACCGTATTTCTGTAGGTGTCAT 

GTACATGCTTAAACTTGCTCACATGGTTGACGATAAATTACACGCACGTTCA 

ACTGGACCATACTCACTTGTTACACAACAACCACTTGGTGGTAAAGCACAAT 

TCGGTGGTCAACGCTTCGGTGAGATGGAGGTATGGGCACTTGAAGCATATG 

GTGCTGCATACACATTACAAGAAATCTTAACTTATAAATCTGACGATACAGTA 

GGTCGTGTTAAAACTTACGAATCTATCGTTAAAGGTGAAAATATCTCTAGAC 

CAAGTGTTCCAGAATCATTCAGAGTATTGATGAAAGAATTACAAAGTTTAGG 

ATTAGATGTTAAAGTGATGGACGAGCAAGACAACGAAATTGAAATGGCGGA 

CGTTGATGATGAAGATGCAACTGAACGCAAAGTAGATTTACAACAAAAAAAT 

GCTCCCGAATCACAAAAAGAAACAACTGATTAATAAGCACTTAAGATAAATG 

AATCCTAAAGAGGTTATGAGATGGTTGCCATTTCAACCTCTTTAAGGTATTC 

GATTTCAATGAATGTAAATCAATCAAATAGCACAGCTAATCTAAATTGAAGGA 

GGTAGGCTCCTTGATTGATGTAAATAATTTCCATTATATGAAAATAGGATTAG 

CTTCACCTGAAAAAATTCGTTCTTGGTCTTATGGTGAAGTTAA - 3' 



SEQ ID N°6 : Sequence du gene rpoBde Staphylococcus intermedius 
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Cette sequence mesure 3.851 paires de bases et possede un contenu en 
cytosine plus guanosine de 39,2%, elle est deposee dans GenBank sous le 
numero GenBank accession AF325869). 

5'ATGTAAACTTAATAGAAATTCMAACTAAATCGTATGATTGGTTCTTAAAAGA 

AGGTTTATTAGAAATGTTCCGTGATATTTCTCCTATTGAAGACTTCACGGGTA 

ATCTTTCATTAGAATTTGTTGATTATAGATTAGGTGAACCAAAGTATGATTTA 

GAAGAATCAAAAAACCGTGATGCAACATACGCGGCACCATTACGTGTGAAA 

GTTCGTTTAATCATTAAAGAAACAGGCGAAGTGAAAGATCAAGAAGTATTTA 

TGGGTGATTTCCCATTAATGACAGAAACAGGTACTTTTGTGATTAACGGGGC 

AGAACGTGTTATCGTATCACAATTAGTCCGTTCACCATCTGTATACTTCAATG 

AAAAATTAGATAAAAACGGATGCGTGAATTATGATGCGACAGTCATTCCTAA 

CCGTGGTGCTTGGTTGGAATATGAAACAGATGCGAAAGATGTCGTTTATGT 

GCGTATCGATAGAACGAGAAAGTTACCATTAACAGTATTATTACGTGCGTTA 

GGTTATTCAACAGACCAAGAAATTATTGAATTAATTGGGGATAATGAATATTT 

ACGTAATACATTAGAAAAAGATAGCACAGAAAATACAGAGCAAGCATTACTT 

GAAATTTATGAACGTTTACGTCCAGGTGAACCACCTACTGTAGAAAACGCAA 

AAAGCTTATTATACTCACGTTTCTTTGACCCTAAACGTTATGATTTAGCAAGC 

GTTGGACGTTATAAAGCAAACAAAAAGTTACATTTAAAACACCGCCTATTCA 

ATCAAAAATTAGCTGAACCGATCGTTAATACTGAAACAGGCGAAATTGTTGC 

TGAAGAAGGCACTGTTTTAGATCGTCGTAAATTAGATGAAATTATGGACGTT 

CTTGAAACAAATGCGAATGCACAAGTTTATGAACATTCCAAACGGATCATTG 

ATGAGCCAGTAGAAATTCAATCAATTAAAGTATATGTACCGAATGATGATGA 

AGAACGTACAACAACAGTTATTGGTAATGCATTCCCAGATTCAGAAGTGAAA 

TGTATTACACCGGCTGATATTGTGGCATCTATGTCATACTTCTTCAACCTATT 

ACATGGTATTGGTTACACAGACGATATTGACCACCTTGGTAACCGCCGTCTA 

CGTTCAGTTGGTGAGTTGTTACAA AACCAATTCCGTATCGGTTT fSEQIDN°7) 

ATCAAGAATGGAACGTGTGGTACGTGAAAGAATGTCTATTCAAGATACAGAC 

TCTATCACACCGCAACAATTAATTAATATTCGTCCAGTGATTGCATCAATTAA 

AGAGTTCTTTGGTAGCTCGCAATTATC TCAATTCATGGACCAAGCf SEQ ID 

N°9)GAACCCACTTGCTGAGTTGACTCACAAACGTCGTCTATCAGCATTAGG 

ACCTGGTGGTTTAACGCGTGAACGTGCTCAAATGGAAGTGCGTGACGTAC 

ACTACTCTCACTATGGTCGTATGTGTCCAATCGAAACACCTGAGGGACCA 

AACATTGGTTTGATCAACTCATTATCTAGTTATGCACGTGTGAACGAATTT 
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GGTTTTATCGAAACACCATATCGTAAAGTTGATATTGAAACAAATACGATT 

ACTGACCAAATCGACTACTTAACTGCTGATGAAGAAGATAGTTATGTTGTC 

GCACAAGCGAACTCACGTCTTGATGAAAACGGTCGCTTTATTGATGATGA 

GATTGTATGTCGTTTCCGTGGTAACAACACAACGATGGCGAAAGAAAAAA 

TGGACTACATGGACGTATCGCCGAAACAAGTTGTATCAGCTGCGACAGCG 

TGTATCCCATTCTTAGAAAACGATGACTCTAACCGTGCGTTAATGGGTGCG 

AACATGCAGCGTCAAGCGGTACCGTTGTTAAACCCTGAATCTCCATTTGTA 

GG TACAGGTATGGAACACGTTGC (SEQIDN°10VTGCACGTGACTCAGGTGCT 

GCTGTCATTTCTAAATATCGCGGTCGTGTTGAACATGTCCAATCTAGCGAGA 

TTTTAGTCCGTCGTTTAGTTGAAGAAAACGGTCAAGAAGTAGATGGTACGTT 

AGATCGTTATCCATTAGCGAAATTTAAACGTTCGAACTCAGGTACATGTTATA 

ACCAACGTCCAATCATCGCAAAAGGTGACATTGTGGAAAAAGGCGAAATCC 

TTGCTGATGGTCCTTCAATGGAACTTGGTGAAATGGCATTAGGTCAGAAAC 

GTAGTAGT TGGTTCATGACTTGGGACGG (SEQ1DN°8)TTATAACTATGAGGAT 

GCCGTTATCATGAGTGAACGTTTGGTTAAAGATGATGTGTACACGTCTATTC 

ATATTGAAGAATACGAATCAGAAGCGCGTGACACAAAACTTGGACCTGAAG 

AAATCACACGTGATATTCCTAACGTATCTGAAAATGCACTGAAAAACTTAGAT 

GATCGCGGTATCGTTTATGTAGGTGCGGAAGTTAAAGACGGCGACATCTTA 

GTGGGTAAAGTAACGCCAAAAGGTGTAACAGAATTAACTGCAGAAGAACGT 

TTATTACATGCAATCTTTGGTGAAAAAGCACGTGAAGTACGTGATACATCAT 

TACGTGTACCTCACGGCGCGGGCGGTATTGTACTTGATGTTAAAGTGTTCA 

ATCGTGAAGAAGGCGATGATTCACTTTCACCAGGTGTGAACCAACTCGTAC 

GTGTTTACATTGTTCAAAAACGTAAAATTC ATGTAG GG GAC AAAATGTGTGG 

TCGTCACGGTAACAAAGGTGTCATCTCTAAAATTGTTCCTGAAGAAGACATG 

CCGTACTTACCAGACGGTCGTCCAATCGACATCATGTTGAACCCACTCGGT 

GTACCATCTCGTATGAACATCGGACAAGTTTTAGAGCTCCACTTAGGTATGG 

CAGCTAAAAACTTAGGTATCCACGTTGCATCACCAGTATTCGATGGTGCGAA 

CGATGATGACGTATGGTCTACAATTGAAGAAGCAGGTATGGCACGTGATGG 

TAAAACTGTCCTTTACGATGGACGTACAGGTGAACCATTCGACAACCGTATC 

TCTGTAGGTGTCATGTACATGCTGAAACTTGCACACATGGTTGATGACAAGC 

TTCACGCACGTTCTACAGGACCTTACTCACTTGTTACACAACAACCGCTTGG 

TGGTAAAGCACAGTTTGGTGGACAAAGATTTGGTGAGATGGAGGTATGGGC 

ACTTGAAGCATACGGTGCAGCATACACATTACAAGAAATCCTCACATACAAA 
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TCAGATGACACAGTAGGTCGTGTGAAAACTTACGAAGCTATCGTTAAAGGT 

GAAAACATCTCAAGACCAAGTGTTCCTGAATCATTCCGCGTATTGATGAAAG 

AATTACAAAGTTTAGGTCTTGACGTTAAAGTGATGGACGAACAAGATAACGA 

AATTGAAATGCGTGACTTAGACGATGATGATATTCCAGATCGCAAAGTCAAC 

ATTCAACCATCAACTGTTCCTGAATCACAAAAAGAATTTAACGAATAATGATG 

AATTGTAGATAAGATTAAACGGAATAGAAACACTTGGTTAAGCTTGAGTTTG 

TGTTCAAATGTGACAGTTGAAATACAACAGATGTCATGTACGATTAATCTATT 

CGGAAATGTGATCGGAATCCAACGAGAGGGCTTGGGTTTCGATGCATATCC 

GATACTGCAACATTTTTAAGATAAATTGTAAATCAATCAACTAGCACAGTTAA 

TTTAAACTAAAGGAGGTAGGCTCCTTGATTGATGTAAATAAATTCCATTACAT 

GAAAATAGGACTCGCTTCACCTGAAAAAATTCGTTCTTGGTCATATGGTGAG 

GTCAAAAAGCCAGAAACAATTAACTACCGTACGTTAAAACCAGAAAAAGATG 

GTAA - 3' 

Cette sequence mesure 3.852 paires de bases et possede un contenu en 
cytosine plus guanosine de 39,2%, elle est depos6e dans GenBank sous le 
numero GenBank accession AF325869. 

Exemple 2 : Sequengage partiel du gene rpoB de 26 especes du genre 
Staphylococcus. 

L'alignement de la sequence rpoB determinee chez les bacteries des 
especes Staphylococcus aureus, Staphylococcus lugdunensis (GenBank 
accession AF325870), Staphylococcus intermedius (GenBank accession 
AF325869), Staphylococcus saccharolyticus (GenBank accession AF325871) et 
Staphylococcus caprae (GenBank accession AF325868) a permis de determiner 
les sequences consensus des oligonucleotides suivants pos'rtionnes 
respectivement en position 2491-2511 et 3554-3573 du gene rpoB chez 
Staphylococcus aureus : 

- SEQ ID n°7: 5'- AACCAATTCCGTATNGGTTT - 3'(ou N 

represente I'inosine) 

- SEQ ID n°8= 5'- CCGTCCCAAGTCATGAAAC - 3' 
determinant theoriquement I'amplification d'un fragment de 1.063 paires de 
bases chez toute espece du genre Staphylococcus. 
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SEQ.ID. n°8 est utilisee a titre d'amorce 3 1 et represente done la sequence 
inverse complementaire du brin direct represente dans Ies sequences SEQ.ID. 
n° 3 a 6 en position 3554-3573 chez Staphylococcus aureus. 

Les inventeurs ont determine la position de ces deux amorces SEQ.ID. n° 

5 7 et SEQ.ID. n° 8, de fagon a respecter les criteres suivants : 

1- sequence encadree par ces deux amorces specifiques de Pespece de la 
bacterie. Cette condition est verifiee apres alignement des fragments de 1063 pb 
avec I'ensemble des sequences des genes bacteriens rpoB disponibles dans les 
banques de donnees informatiques. 

io 2- recherche d'une region d'identification la plus courte possible afin d'augmenter 
le plus possible la sensibilrte de la detection moleculaire 

3- recherche d'une region proche de celle prealblement travaillee par les 
inventeurs dans le monde des enterobacteries [Mollet C. (1997) Mol. Microbiol., 
26 :1 005-1 1] afin de tendre vers une zone de travail commune a ces deux genre 

15 et famille bacteriens. 

4- la longueur des amorces de 18 k 22 pb, 

5- sequence des amorces presentant une temperature de fusion voisine, 

6- sequence des amorces ne permettant pas d'auto-hybridation ni de 
complementarite. 

20 L'analyse in silico laissait prevoir que ces deux oligonucleotides SEQ ID 

n°7 et SEQ ID n°8 devaient permettre Pamplification par procede PCR un 
fragment de 1 .063 paires de bases du gene rpoB chez toutes les especes du 
genre Staphylococcus. En realite, Pamorce de la sequence SEQ.ID. n° 8 
n'accrochait par sur une espece rare et pour des raisons indeterminees. En effet, 

25 les experiences realisees au laboratoire ont montre que Pespece du genre : 
Staphylococcus schleiferi n'etait pas amplifle par cette paires d'amorces 
oligonucleotidiques, montrant le caractere aleatoire des predictions realisees sur 
les amorces. Les inventeurs ont done par tatonnement determine un nouvel 
oligonucleotide de sequence SEQ ID n°10 positionne en position 3241-3261 

30 dans Staphylococcus aureus, qui combine avec ('oligonucleotide SEQ ID n°7 
dans une reaction d'amplification PCR, a effectivement permis d'obtenir un 
amplicon du gene rpoB d'une taille de 771 paires de bases (taille pour Pespece 
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de reference Staphylococcus aureus) chez les 29 especes du genre 
Staphylococcus testees par les inventeurs. 

SEQ ID n°10 = 5'- GCIACITGITCCATACCTGT - 3' 
SEQ.ID. n° 10 est utiiisee a titre d'amorce 3'. C'est pourquoi elle 
5 correspond a la sequence inverse complementaire des sequences du brin direct 
represents sur les sequences SEQ.ID. n°3 a 6. 

Ce produit d'amplification est ensuite sequence par incorporation de deux 
amorces de sequengage SEQ ID n°9 (localisee en position 2643-2660 du gene 
rpoB dans les bacteries de I'espece Staphylococcus aureus) et SEQ ID n°10 : 
10 SEQ ID n° 9 = 5'- CAA TTC ATG GAC CAA GC - 3', 

Cette demiere amorce a ete determinee pour respecter les contraintes 
d'une amorce de sequengage, c'est a dire d'une taille superieure a 15 meres, ne 
s'hybridant pas avec la deuxieme amorce utiiisee pour le sequengage, et 
encadrant une zone d'en general environ 500 paires de bases dont la sequence 
15 est specifique de chaque espece dans le genre Staphylococcus. 

En utilisant ce second jeu d'oligonucleotides de sequences SEQ ID n°9 / 
SEQ ID n°10, les inventeurs ont done finalement pu determiner la sequence 
partielle du gene rpoB chez 29 especes du genre Staphylococcus presentees ci- 
apres (SEQ ID n° 1 1 a SEQ ID n°39). 
20 Le fragment du gene rpoB a ete amplifie par la technique PCR utilisant 35 

cycles d'amplification comportant chacun une phase de denaturation de 94°C 
pendant 10 secondes, une phase d'hybridation des amorces SEQ ID n° 7 et 8 ou 
SEQ ID n°7 et 10 a 52°C pendant 20 secondes et une phase d'elongation a 
72°C pendant 60 secondes. Le produit d'amplification est visualise apres 
25 coloration par le bromure d'ethidium. 



Les bacteries representant ces 29 especes du genre Staphylococcus sont 
les suivantes : 



Espece 


Numero d'acces GenBank 


Reference 


Staphylococcus caprae 


AF325868 (SEQ.ID. n°39) 


CIP 104000 1 


Staphylococcus gallinarum 


AF325890 (SEQ.ID. n° 27) 


CIP 103504 1 


Staphylococcus aureus subsp. 
anaerobius 


AF325894 (SEQ.ID. n°37) 


CIP 103780 1 ! 

1 


Staphylococcus aureus subsp. 
aureus 


X64172 (SEQ.ID. n°36) 


CIP 103428 
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&ia.pnyiococcus epiu&i / / liuis 


/cpn in n 0/ ^n\ 


PIP ftl 1 

Oil O 1 .33 


&iapnyiococcus naemoiyucus 


ArOtOOOO ^OtvJ.ILJ. n zlOj 


PIP R1 1 

Oil O 1 .OO 


biapnyiococcus intermeuius 


A COOCQCQ /Ocn in n°OQ\ 


PIP £H AH 1 
Ulr Ol .DU 


biapnyiococcus lugaunensis 


ACQ0CQ70 /ccr^ in n° on\ 


PIP 1fY3fiA9 1 


atapnyiococcus saccnaroiyticus 


Aro-:Oo/ 1 (ocU.IIJ. n 1 /) 


OIK lUo^i/O 


Zztapny/ococcus scnieiten 
subsp.sc/7/e/fe/7 


Aro^oooo (ofcLMU. n To) 


OID iOQA/IQ 1 

Ol" lUoD^lo 


Staphylococcus xylosus 


AF325883 (SEQ.ID. n°11) 


CIP 81 .66 1 


Staphylococcus capitis subs, capitis 


AF325885 (SEQ.ID. n°34) 


ATCC 27840 1 


Staphylococcus ariettas 


AF325874 (SEQ.ID. n°38) 


ATCC 43957 1 


Staphylococcus wameri 


AF325887 (SEQ.ID. n°12° 


ATCC 27836 1 


Staphylococcus hominis 


AF325875 (SEQ.ID. n°25) 


ATCC 27844 1 


Staphylococcus simulans 


AF325877 (SEQ.ID. n 13) 




Staphylococcus saprophyticus 


AF325873 (oEU.ID. n 10) 


A 1 UU 1 ooOo 


Staphylococcus equorum 


AF325882 (btQ.lU. n 29) 


A 1 UU 4oyoc> 


Staphylococcus cohnu subsp. Cohnu 


AF325893 (bcU.lu. n 31) 


A 1 UU ^-9y/4- 


Staphylococcus auricularis 


a ronroon /octa in „ooc\ 

Ar3258o9 (ocU.IU. n 35) 


AT^p 007C0 1 

A 1 OO oo/oo 


iytapnylococcus carnosus suosp. 
Camosi/s 


Aro25ooU (ofctJ.ID. n oo) 


A TOO C1QCC I 
A I OO OIODO 


Staphylococcus kloosii 


AF325891 (SEQ.ID. n°22) 


ATCC 43959 ' 


Staphylococcus chromogenes 


AF325892 (SEQ.ID. n°32) 


ATCC 43764 ' 


Staphylococcus hyicus subs, hyicus 


AF325876 (SEQ.ID. n°24) 


ATCC 11249 1 


Staphylococcus pulveris 


AF325879 (SEQ.ID. n°18) 


CCUG 33938 1 


Staphylococcus muscae 


AF325884 (SEQ.ID. n°19) 


CIP 1035641 1 


Staphylococcus lentus 


AF036973 (SEQ.ID. n°21) 


ATCC 49574 


Staphylococcus felis 


AF325878 (SEQ.ID. n°28) 


CIP 103366' 


Staphylococcus sciuri 


AF325881 (SEQ.ID. n°14) 


ATCC 29062 ' 



ATCC, collection American Tissue Culture Collection ; CIP : Collection de 
Nnstitut Pasteur collection ; T , souche type. 

Les fragments d'en general environ 500 paires de bases du gene rpoB 
5 des bacteries des especes du genre Staphylococcus dont la sequence est 
specifique de chaque espece de ce genre et permettant done Tidentification 
moleculaire des bacteries des 29 esp&ces testees sont : 
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SEQ ID N°11 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus xylosus, 
mesurant 518 paires de bases : 

5'TTCAGGGTTCATCAATGGCACTGCTTGACGTTGCATGTTTGCACCCATCAA 

TGCACGGTTAGAGTCATCATTTTCTAAGAAAGGAATACATGCTGTCGCAGCA 

GAAACAACTTGTTTTGGTGAAACGTCCATGTAATCCATTTTTTCTTTAGCCAT 

AACTGTGTTATTACCACGGAAACGACAAACAACTTCATCATCTAAGAAACGA 

CCATTTTCATCTAATTTAGAGTTGGCTTGTGCTACCACATAACTATCCTCTTC 

ATCAGCTGTTAAGTAATCGATTTGCTCAGTAATGCTGTTTGTTTCAAGGTCTA 

CTTTACGATAAGGTGTTTCAATGAAACCAAATTCATTCACACGTGCATAACTA 

GACAATGAGTTGATAAGTCCAATGTTTGGACCTTCAGGCGTTTCGATTGGAC 

ACATACGGCCATAGTGAGAATAGTGAACGTCACGTACTTCCATTTGAGCAC 

GTTCACGTGTTAAACCACCAGGTCCTAGAGCAGATAAACGACGTTTGT - 3' 

SEQ ID N°12 : Sequence partielle du gene rpoB Staphylococcus wameri 
mesurant 507 paires de bases : 

5'TTCAGGATTCATCAATGGTACTGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATTAA 

TGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAATGGAATACAAGCTGTAGCGGCT 

GAAACAACCTGCTTAGGTGAAACGTCCATGTAATCCATTTTTTCTTTAGCCAT 

TACTGTGTTATTACCACGGAAACGACAAACTACTTCGTCATCTATGAAACGT 

CCGTTTTCATCTAAACGTGAATTCGCTTGGGCAACAACATAACTATCTTCTTC 

GTCAGCAGTTAAATAATCAATTTG GTCTGTAATCG CATTAGTGTCTAAATCCA 

CTTTACGATATGGTGTTTCAATGAAACCAAATTCGTTTACACGTGCATAACTA 

GATAATGAGTTGATTAATCCAATGTTTGGACCCTCTGGCGTTTCAATTGGAC 

ACATACGACCATAGTGAGAATAGTGTACGTCACGTACCTCCATTTGTGCACG 

TTCACGTGTTAAACCACCAGGTCCTAAAGCAGATAA - 3* 

SEQ ID N°13: Sequence partielle du gene rpoB Staphylococcus simulans, 
mesurant 518 paires de bases : 

5'TTCAGGGTTCATCAATGGTACTGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATTAA 
CGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAATGGGATACATGCTGTCGCTGC 
AGATACAACTTGTTTAGGAGAAACGTCCATATAGTCCATTTTCTCTCTATCCA 
TAGTTGTGTTGTTACCACGGAAACGACAAACGATTTCTTCGTCTAAGAAACG 
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ACCTTCGTCATCTAAACGTGAGTTCGCTTGCGCAACAACATAGCTGTCTTCT 
TCGTCTGCAGTAAGGTAATCGATTTGATCTGTTACCGCAI I I I I CTCATGGT 
CAACTTTACGATATGGTGTTTCAATGAAACCAAATTCATTAACACGCGCATAA 
CTTGATAATGAGTTGATTAAACCGATGTTCGGACCCTCTGGTGTCTCGATTG 
5 GACACATACGGCCATAGTGAGAGTAATGCACGTCACGTACTTCCATTTGTG 
CACGTTCACGTGTTAAACCACCAGGTCCAAGTGCAGATAGACGACGTTTAT 
-3' 

SEQ ID N°14 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus sciuri, 

io mesurant 507 paires de bases : 

5'TTCTGGGTTCATTAAAGGTACCGCTTGACGTTGCATGTTTGCACCCATAAG 
CGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAATGGAATACATGCTGTCGCTGCA 
GAAACAACTTGTTTAGGAGATACATCCATGTAGTCCATGCGTTCTTTAGGTT 
TAGTAGTGTTGTCCCCACGGAAACGACAAAGAACTTCATCATCAACGAATTT 

15 ACCTGTTTCATCAAGTACAGAGTTTGCTTGTGCAACTACATAGCTGTCTTCTT 
CGTCAGCTGTTAAGTAGTCGATTCTGTCAGTAACTTGGTTTGTCTCGATGTT 
TACCTTACGATAAGGTGTTTCAATGAAACCAAATTCATTAACTCTTGCATAAC 
TTGATAATGAGTTGATTAAACCAATGTTTGGTCCCTCAGGCGTTTCAATTGG 
ACACATACGACCATAGTGAGAGTAGTGAACGTCACGTACTTCCATACCAGC 

20 ACG CTC ACG AGTTAAACCACCC G GTCCTAATG CTG ATAG - 3' 

SEQ ID N°15 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus schleiferi, 
mesurant 51 8 paires de bases : 

5'TTCTGGGTTTAACAATGGTACTGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATCAA 
25 TGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAAAACGGAATACATGCTGTCGCAGCT 
GAAACAACTTGTTTAGGCGATACGTCCATGTAGTCCA I I I I I I CTTTAGCCAT 
AGTTGTGTTGTTACCACGGAAACGACAAACGATTTCGTCATCGATAAAACGT 
CCGTTTTCATCAAGTCTTGAGTTCGCTTGGGCAACAACATAACTGTCTTCTT 
CATCAGCAGTAAGGTAATCAATACGGTCTGTAATTGTGTTTGTTTCAAGGTC 
30 TACTTTTCTGTATGGAGTTTCAATGAAACCAAATTCATTCACACGTGCATAAC 
TTGAAAGTGAGTTGATCAAACCAATGTTTGGACCCTCTGGTGTCTCGATTGG 
ACACATACGGCCATAGTGAGAATAGTGTACGTCACGAACTTCCATTTGTGCA 
CGTTCACGTGTTAAACCACCAGGCCCTAAAGCTGATAAACGACGTTTGT- 3' 
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SEQ ID N°16: Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus 
saprophytics, mesurant 51 8 paires de bases. 

5'TTCTGGATTCATCAATGGCACTGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATCAA 

TGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAAAGGAATACATGCTGTCGCTGCA 

GAAACAACTTGTTTAGGTGAGACATCCATATAATCCATTTTTTCTTTGGCCAT 

AACTGTATTATTACCACGGAAACGACAAACAACTTCGTCTGCTATGAAACGG 

CCATTTTCGTCTAATGTTGAGTTTGCTTGTGCTACAACATAGCTATCTTCTTC 

ATCAGCTGTTAAATAGTCAATTTGATCCGTGATTGAATTCGTTTCAAGATCCA 

CTTTACGGTAAGGTGTTTCAATAAAGCCGAATTCATTTACACGCGCATAACT 

AGATAACGAGTTAATAAGTCCGATGTTTGGACCCTCTGGCGTTTCAATTGGA 

CACATACGGCCATAGTGAGAATAGTGAACGTCACGTACTTCCATTTGAGCA 

CGTTCACGCGTTAAACCACCAGGTCCTAGAGCTGATAAACGACGTTTAT - 3' 

SEQ ID N°17: Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus 
saccharolyticus, mesurant 556 paires de bases : 

5'AAACCCATTAGCTGAGTTGACTCATAAACGTCGTTTATCAGCTCTAGGACC 

TGGTGGTTTAACTCGTGAACGCGCTCAAATGGAAGTACGTGACGTGCATTA 

TTCTCACTACGGTCGTATGTGCCCTATTGAAACACCTGAGGGCCCAAACATT 

GGATTAATTAACTCATTATCTAGTTATGCAAGAGTAAATGAATTTGGTTTTAT 

TGAAACACCTTATCGTAAAGTTGATTTAGATACTAATTCAATCACTGACCAAA 

TTGACTACTTAACTGCTGATGAAGAAGATAGTTATGTTGTTGCACAAGCAAA 

CTCACGTCTTGATGAAAATGGGTGCTTCTTAGATGATGAAGTTGTTTGTCGT 

TTTCGTGGCAATAACACAGTGATGGCTAAAGAAAAAATGGACTATATGGACG 

TATCACCTAAACAAGTAGTTTCAGCAGCTACTGCATGTATCCCATTCTTAGA 

AAACGATGACTCAAACCGAGCATTAATGGGTGCAAACATGCAACGTCAAGC 

AGTACCATTAATGAACCCAGAAGCGCCATTTGTTGGA - 3' 

SEQ ID N°18 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus pulveris, 
mesurant 508 paires de bases : 

5'TTCAGGATTCATTAAAGGCACTGCTTGACGTTGCATGTTTGCACCCATAAG 
CGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAAAGGAATACATGCTGTCGCAGC 
AGAAACAACCTGTTTAGGTGATACATCCATGTAATCCATACGTTCTTTAGGTT 
TCGTAGTATTATCCCCACGGAAACGACAAAGTACTTCATCATCAACGAATTT 
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ACCTGTTTCATCAAGTACTGAGTTTGCTTGCGCTACAACATAGCTGTCTTCT 

TCGTCAGCTGTTAAATAGTCAATTCTGTCAGTAACTTGGTTTGTTTCGATATT 

AACCTTACGATAAGGCGTTTCAATAAAACCAAATTCATTAACTCTCGCATAAC 

TTGATAAAGAGTTAATTAAACCGATGTTTGGTCCCTCAGGTGTTTCAATTGG 

ACACATACGACCATAGTGAGAATAGTGAACGTCACGTACTTCCATACCAGCA 

CGTTCACGAAGTTAAACCGCCGGGTCCTAATGCTGATAG - 3' 

SEQ ID N°19 : Sequence partieile du gene rpoB chez Staphylococcus muscae, 
mesurant 518 paires de bases : 

5'TTCAGGATTCAACAATGGCACCGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATTAA 

GGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAATGGAATACATGCTGTCGCAGC 

AGAAACAACTTGCTTCGGCGATACGTCCATGTAGTCCATTTTCTCTTTTGCC 

ATTGTTGTGTTGTTACCACGGAAACGACATACAATCTCATCATCAATAAAGC 

GACCATTTTCATCTAAACGTGAGTTCGCTTGTGCAACCACATAACTATCTTCT 

TCATCAGCAGTTAAATAGTCGATTTGATCAGTGATTGTGTTCGTCTCGATAT 

CAACTTTACGATATGGTGTTTCAATGAAACCAAATTCATTAACACGTGCATAA 

CTAGATAGTGAGTTGATCAAACCAATGTTCAGTCCCTCTGGTGTCTCAATCG 

GACACATACGACCATAGTGAGAGTAGTGAAOGTCACGCACTTCCATTTGTG 

CACGTTCACGTGTCAAACCACCAGGCCCTAATGCTGAAAGACGACGCTTAT 

-3' 

SEQ ID N°20 : Sequence partieile du gene rpoB chez Staphylococcus 
lugdunensis, mesurant 556 paires de bases : 

5TAACCCATTAGCAGAATTAACACACAAACGTCGTTTATCTGCGTTAGGACC 

TGGTGGTTTAACACGTGAACGTGCACAAATGGAAGTTCGTGACGTGCATTA 

TTCTCACTATGGCCGTATGTGTCCGATTGAAACACCAGAGGGTCCAAACATT 

G GTTTGATTAACTCATTATCTAGTTATGCGCGTGTCAACG AGTTTG GCTTTAT 

TGAAACGCCTTATCGTAAAGTAGATATTGATACAAATGCAATCACAGATCAA 

ATTGACTACTTAACTGCTGATGAAGAAGACAGTTATGTCGTTGCACAAGCGA 

ACTCTCGCCTTGATGAAAATGGTCGTTTCTTAGATGATGAAGTAGTATGCCG 

TTTCCGCGGTAATAATACTGTTATGGCTAAAGAAAAAATGGACTACATGGAT 

GTATCTCCTAAACAAGTTGTTTCAGCTGCGACAGCATGTATTCCATTCTTAG 
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AGAACGATGACTCTAACCGTGCATTGATGGGTGCAAACATGCAACGTCAAG 
CAGTTCCGTTGATGAACCCTGAAGCGCCGTTCGTAGGA— 3' 

SEQ ID N°21 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus lentus, 
mesurant 507 paires de bases : 

5'TTCAGGGTTCATTAAAGGTACTGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATTAA 

G GCACG GTTAG AGTC ATCGTTTTCAAG G AAAGG AATACATGCTG ATGGTGC 

AGAAACAACTTGTTTAGGAGATACATCCATGTAATCCATACGTTCTTTAGGTT 

TAGTAGTGTTGTCACCACGGAAACGACAAAGAACTTCATCGTCGACGAATCT 

ACCAGTTTCATCTAATACTGAGTTTGCTTGTGCAACAACATAACTATCTTCTT 

CATCAGCAGTTAGATAATCAATTCTGTCTGTTACTTGGTTAGTTTCGATATTA 

ACTTTACGATATGGTGTTTCAATAAAGCCAAACTCGTTAACTCTAGCATAACT 

TGAAAGTGAGTTGATTAAACCAATGTTTGGTCCCTCTGGTGTCTCAATCGGA 

CACATACGACCATAGTGAGAATAGTGAACGTCACGTACTTCCATACCAGCA 

CGTTCACGAGTTAAACCGCCGGGTCCAAGCGCTGATAG - 3' 

SEQ ID N°22 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus kloosii, 
mesurant 505 paires de bases : 

5'TTCACGGTTCATCAATGGTACCGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATTAA 

GGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAAAGGAATACATGCTGTCGCAGC 

CGAAACAACTTGTTTTGGTGATACGTCCATGTAGTCCATTTTTTCTTTCGCCA 

TAACTGTGTTGTTACCACGGAAACGACAAACTACTTCATCATCTAAGAAACG 

ACCATTTTCATCTAATTTAGAGTTAGCTTGCGCTACCACATAGCTATCTTCTT 

CATCAGCTGTTAAATAGTCAATTTGATCTGTGATTGAATTAGTTTCTAAATCA 

ACTTTACGGTATGGTGTTTCGATAAAGCCAAATTCATTAACACGTGCATAAC 

TTGATAATGAGTTGATAAGTCCAATGTTTGGACCCTCTGGCGTTTCGATTGG 

ACACATACGACCATAGTGAGAATAGTAACGTCACGCACTTCCATTTGAGCAC 

GTTCACGAGTTAAACCACCAGGTCCAAGCCAGATAG - 3' 

SEQ ID N°23 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus 
intermedius, mesurant 556 paires de bases : 

5'GAACCCACTTGCTGAGTTGACTCACAAACGTCGTCTATCAGCATTAGGAC 
CTGGTGGTTTAACGCGTGAACGTGCTCAAATGGAAGTGCGTGACGTACACT 
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ACTCTCACTATGGTCGTATGTGTCCAATCGAAACACCTGAGGGACCAAACAT 

TGGTTTGATCAACTCATTATCTAGTTATGCACGTGTGAACGAATTTGGTTTTA 

TCGAAACACCATATCGTAAAGTTGATATTGAAACAAATACGATTACTGACCA 

AATCGACTACTTAACTGCTGATGAAGAAGATAGTTATGTTGTCGCACAAGCG 

AACTCACGTCTTGATGAAAACGGTCGCTTTATTGATGATGAGATTGTATGTC 

GTTTCCGTGGTAACAACACAACGATGGCGAAAGAAAAAATGGACTACATGG 

ACGTATCGCCGAAACAAGTTGTATCAGCTGCGACAGCGTGTATCCCATTCTT 

* 

AGAAAACGATGACTCTAACCGTGCGTTAATGGGTGCGAACATGCAGCGTCA 
AGCGGTACCGTTGTTAAACCCTGAATCTCCATTTGTAGGT - 3' 

SEQ ID N°24 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus hyicus, 
mesurant 518 paires de bases : 

5'CTCTGGGTTCAATAAAGGCACGGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATTA 

ATGCACGGTTCGAGTCATCGTTTTCTAAGAATGGGATACATGCTGTCGCCG 

CAGAAACAACTTGTTTCGGTGATACGTCCATGTAATCCATTTTTTCTTTAGCC 

ATTGTTGTATTGTTCCCACGGAAACGACAAACGATTTCGTCGTCGATAAAGC 

GTCCATTTTCATCTAAACGTGAGTTCGCTTGGGCAACAACATAACTGTCTTC 

TTCATCCGCAGTTAAGTAATCAATTTGATCTGTTATTGTATTCGTTTCAAGGT 

CCACTTTACGGTAAGGCGTTTCAATGAAACCAAATTCGTTAACACGCGCATA 

ACTTGAAAGTGAGTTGATTAATCCAATGTTTGGACCCTCTGGCGTTTCGATT 

GGACACATACGACCGTAGTGAGAGTAGTGAACGTCACGCACTTCCATTTGG 

GCACGTTCACGCGTTAAACCACCAGGTCCTAATGCAGATAAACGACGTTTG 

G-3' 

SEQ ID N°25 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus hominis, 
mesurant 518 paires de bases : 

5'TTCAGGATTCATCAATGGTACTGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATTAA 

CGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCAAGGAATGGAATACAAGCTGTCGCTGC 

TGATACTACTTGTTrAGGAGATACATCCATGTAGTCCATTTTTTCTTTTGCCA 

TAACAGTGTTGTTACCACGGAAACGACATACCACTTCATCATCTAGGAAACG 

ACCATTTTCATCTAAACGAGAATTGGCTTGTGCAACTACATAGCTATCTTCTT 

CATCAGCAGTTAAATAATCAATTTGATCAGTAATCGAATTGGTATCAATATCT 

ACTTTACGATATGGTGTTTCGATAAAACCAAATTCATTTACACGTGCATAACT 
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AGATAATGAGTTAATTAAACCAATGTTTGGTCCCTCTGGTGTTTCAATTGGA 
CACATACGACCATAGTGAGAATAGTGTACGTCACGAACTTCCATTTGTGCAC 
GTTCACGTGTTAAACCACCAGGTCCTAAAGCAGAAAGACGACGTTTAG - 3' 

SEQ ID N°26 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus 
haemolyticus, mesurant 507 paires de bases : 

5'TTCTGTGTTCATCAATGGTACTGCtTGACGTTGCATGTTTGCACCCATTAAT 

GCACGGTTAGAGTCATCATTTTCAAGGAAAGGAATACATGCTGTCGCAGCT 

GAAACTACTTGTTTAGGAGATACGTCCATGTAGTCCATTTTCTCTTTAGCCAT 

AACTGTGTTATTACCACGGAAACGACATACGACTTCATCATCTAAGAAACGA 

CCATTTTCATCTAAGCGAGAGTTCGCTTGGGCAACTACATAGCTATCTTCTT 

CATCAGCAGTTAAGTAGTCGATTTGATCTGTAATAGAGTTAGTGTCTAAGTC 

TACTTTACGATATGGTGTTTCAATGAAACCAAATTCATTCACACGTGCATAAC 

TTG ATAATG AGTTAATCAAACCAATGTTTGGTCCCTCTG G AGTCTCG ATCG G 

ACACATACGACCATAGTGAGAGTAGTGAACGTCACGTACTTCCATTTGAGCA 

CGTTCACGTGTTAAACCACCAGGTCCTAATGCAGAAAG - 3' 

SEQ ID N°27: Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus 
gallinarum, mesurant 507 paires de bases : 

5ttcaggattcatcaaaggtacagcttgacgttgcatgttcgcacccatcaa 

tgcacggttagagtcatcgttttctaagaaaggaatacatgctgtcgcagca 

gatacaacctgtttaggtgatacatccatgtAgtccattttttcttttgccat 

tacagtgttgttaccacggaaacgacaaacgacttcatcttctacgaaacga 

ccattttcatctaatacagagtttgcttgtgctactacataactgtcttcttc 

atcagctgttaagtagtcaatttgatctgtaatagattgtgtttcaatatcaa 

ctttacgatatggtgtttcaatgaaaccaaattcatttacacgcgcataactt 

gataatgagttgataagtccgatgtttggaccctcaggtgtttcgattggac 

acatacggccatagtgagaatagtgaacgtcacgtacttccatttgagcac 

gttcacgagttaaaccaccaggtcctaatgctgatag - 3' 
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SEQ ID N°28 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus felis, 
mesurant 51 8 paires de bases : 

5'TTCGGGATTCATTAAAGGTACAGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATTAA 

TGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAATGGGATACATGCCGTCGCAGC 

AGAAACGACTTGCTTAGGCGATACGTCCATGTAGTCCATTTTTTCTTTGGCC 

ATCGTTGTATTGTTTCCGCGGAAACGACATACAATCTCGTCATCCAAGAAAC 

GGCCTTCTTCGTCTAATCGTGCGTTTGCTTGTGCAACAACATAACTATCTTC 

TTC ATC AG CTGTAAG ATAGTCAATTTG GTCTGTAATTTTATTTGTCTCAAG AT 

CGACTTTACGATATGGTGTTTCGATAAATCCAAATTCGTTAACACGTGCATA 

ACTTGATAATGAGTTGATTAATCCGATGTTCGGCCCCTCTGGCGTTTCAATA 

GGACACATGCGACCATAGTGAGAGTAGTGAACGTCACGCACTTCCATCTGT 

GCACGTTCTCTCGTTAAACCACCAGGTCCTAATGCGGATAGACGACGTTTAT 

-3' 

SEQ ID N°29 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus equorum, 
mesurant 507 paires de bases : 

5 'TTCAG G ATTC ATCAATG G CACTGCTTG ACGTTG C ATGTTTG C ACCC ATC AA 

TGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAAAGGAATACATGCTGTCGCAGCA 

GAAACAACTTGTTTAGGTGAAACATCCATGTAGTCCATTTTTTCTTTAGCCAT 

AACTGTGTTATTACCACGGAAACGACAAACAACTTCGTCTTCTACGAAACGA 

CCATTTTCATCTAATACAGAGTTTGCTTGAGCTACTACATAGCTGTCTTCTTC 

GTCAGCTGTTAAGTAGTCAATTTGGTCTGTGATTGAATGTGTTTCAAGATCT 

ACTTTACGGTAAGGTGTTTCAATGAAACCAAATTCATTCACACGCGCATAAC 

TAG ATAGTGAGTTG ATAAGTCCG ATATTCG G ACCCTCTG GTGTTTCG ATTGG 
ACACATACGACCATAGTGAGAATAGTGAACGTCACGTACTTCCATTTGAGCA 

CGTTCACGTGTTAAACCGCCGGGTCCTAATGCTGATAA - 3* 

SEQ ID N°30 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus 
epidermidis, mesurant 518 paires de bases : 

5'TTCAGGATTCATTAAAGGCACCGCTTGACGTTGCATGTTTGCTCCCATTAA 
CGCACGGTTAGAGTCGTCATTTTCTAAGAATGGAATACATGCTGTTGCTGCT 
GAAACAACTTGTTTTGGTGATACGTCCATGTAATCCATTTTTTCTTTAGCCAT 
AACAGTGTTATTACCACGGAAACGACAAACAACTTCATCATCTAAGAAACGA 
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CCATTTTCATCAAGTCTAGAATTAGCCTGTGCAACAACGTAGCTATCCTCTT 

CATCAGCTGTCAAATAATCTATTTGATCAGTGATTGAGTTTGTATCTAAATCC 

ACTTTACGATATGGCGTTTCAATAAAACCAAATTCATTCACTCTAGCATAACT 

TGACAATGAGTTTATTAAACCAATATTAGGACCCTCAGGTGTTTCAATTGGA 

CACATACGCCCATAGTGAGAGTAGTGAACGTCACGCACTTCCATTTGAGCA 

CGTTCACGTGTTAATCCACCAGGCCCTAGAGCAGATAAACGACGTTTGT - 3' 

SEQ ID N°31 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus cohnii, 
mesurant 507 paires de bases : 

5TTCTGGATTCATCAATGGGACTGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATTAA 

TGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAATGGAATACATGCTGTTGCTGCA 

GAAACAACCTGTTTAGGAGATACATCCATGTAATCCATTTTTTCTTTTGCCAT 

AACTGTGTTATTACCACGGAAACGACAAACAACTTCATCATCTAAGAAGCGA 

CCATTTTCATCTAACTTAGAATTTGCTTGTGCTACTACATAGCTATCTTCTTC 

GTCAGCTGTTAAATAATCAATTTGATCTGTGATACTATTCGTTTCAAGATCTA 

CTTTACGATATGGCGTTTCAATGAAACCAAATTCATTTACACGTGCATAACTT 

GATAATGAGTTAATCAAACCAATGTTTGGTCCCTCTGGTGTTTCGATTGGAC 

ACATACGACCGTAGTGAGAGTAGTGAACGTCACGCACTTCCATTTGAGCAC 

GTTCACGTGTTAAACCACCAGGTCCTAATGCTGATAG - 3' 

SEQ ID N°32 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus 
chromogenes, mesurant 507 paires de bases : 

5'CTCAGGATTTAACAAAGGCACCGCTTGACGTTGGATGTTCGCACCCATTA 

ACGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAACGGAATACATGCAGTTGCCG 

CAGAAACAACTTGCTTCGGTGATACGTCCATGTAATCCATTTTTTCTTTAGCC 

ATTGTTGTATTGTTCCCACGGAAACGACAAACGATTTCGTCGTCGATAAAGC 

GTCCATTTTCATCTAAACGTGAGTTCGCTTGGGCAACAACATAACTGTCTTC 

TTCGTCCGCAGTTAAATAATCAATTTGATCAGTAATTGCGTTCGTTTCAAGGT 

CTACTTTACGATACGGCGTTTCAATAAAACCAAATTCATTAACACGCGCATA 

ACTTGAAAGTGAGTTGATTAATCCAATATTTGGACCCTCTGGTGTTTCGATT 

GGACACATACGACCGTAGTGAGAATAGTGAACGTCACGCACTTCCATTTGA 

GCACGTTCACGTGTTAAACCACCTGGTCCTAAAGCAGATAA - 3' 
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SEQ ID N°33 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus camosus, 
mesurant 1 .025 paires de bases : 

5TTCTGGATTCATCAATGGTACCGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATTAA 

TGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAATGGGATACAAGCTGTCGCAGC 

TGATACTACTTGTTTTGGTGATACGTCCATGTAGTCCATTTTGTCTCTGTCCA 

TCATTGTGTTGTTACCACGGAAACGACAAACAACTTCTTCGCTGATGAAGTG 

ACCTTCATCATCTAAACGAGAGTTCGC7TGGGCTACAACATAGCTGTCTTCT 

TCGTCAGCTGTTAGATAGTCGATTTGATCAGTTACAGTATTAGTTTCAAGGT 

CAACTTTACGGTATGGTGTTTCAATAAAACCGAACTCGTTAACACGTGCATA 

ACTTGATAATGAGTTGATCAAACCAATGTTTGGACCCTCAGGAGTTTCGATT 

GGACACATACGGCCATAGTGAGAATAGTGAACGTCACGTACTTCCATTTGA 

GCACGTTCACGAGTTAAACCACCAGGTCCTAATGCAGATAATTCTGGATTCA 

TCAATGGTACTGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATTAATGCACGGTTAGA 

GTCATCATTTTCTAAGAATGGAATACAAGCTGTCGCTGCAGATACTACTTGT 

TTAGGAGATACATCCATGTAGTCCATTTTCTCTTTAGCCATAACTGTGTTATT 

ACCACGGAAACGACAAACAACTTCGTCATCTAAGAAACGACCATTTTCGTCT 

AAACGAGAGTTCGCTTGGGCAACAACATAACTATCTTCTTCATCAGCAGTTA 

AGTAATCAATTTGGTCAGTGATAGAATTCGTATCTAAATCTACTTTACGATAA 

GGTGTTTCAATAAAACCAAATTCATTTACTCGTGCATAACTTGATAATGAGTT 

GATTAAACCAATGTTTGGTCCCTCAGGTGTTTCGATTGGACACATACGGCCA 

TAGTG AG AATAGTGAACGTCACG CACTTCCATTTG GG C ACGTTC ACGCGTT 

AAACCACCAGGTCCTAATGCTGATAGACGACGTTTAT - 3' 

SEQ ID N°34 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus capitis, 
mesurant 51 8 paires de bases : 

5TTCAGTGTTCATCAATGGTACCGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATTAA 

TGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAATGGAATACATGCTGTAGCTGCT 

GATACAACTTGTTTAGGTGATACGTCCATGTAATCCATTTTTTCTTTTGCCAT 

AACTGTGTTATTACCACGGAAACGACAAACAACCTCGTCATCTAAGAAACGA 

CCATTTTCGTCTAAACGTGAGTTGGCTTGGGCAACTACATAGCTATCTTCTT 

CATCAGCAGTTAAGTAATCGATTTGATCTGTGATAGAGTTCGTATCTAAATCA 

ACTTTACGATACGGTGTCTCGATGAAACCAAATTCATTTACTCGCGCATAAC 
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TTGATAATGAGTTAATTAAACCAATATTTGGACCCTCTGGTGTTTCAATTGGA 
CACATACGACCATAGTGTGAGTAATGAACGTCACGTACTTCCATTTGAGCAC 
GTTCACGAGTTAAACCACCAGGTCCTAATGCTGATAGACGACGTTTTG - 3' 

SEQ ID N°35 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus 
auricularis, mesurant 507 paires de bases : 

5'TTCTGGGTTCATTAAAGGTACCGCTTGACGTTGCATGTTTGCACCCATAAG 

CGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAATGGAATACATGCTGTCGCTGCA 

GAAACAACTTGTTTAGGAGATACATCCATGTAGTCCATGCGTTCTTTAGGTT 

TAGTAGTGTTGTCCCCACGGAAACGACAAAGAACTTCATCATCAACGAATTT 

ACCTGTTTCATCAAGTACAGAGTTTGCTTGTGCAACTACATAGCTGTCTTCTT 

CGTCAGCTGTTAAGTAGTCGATTCTGTCAGTAACTTGGTTTGTCTCGATGTT 

TACCTTACGATAAGGTGTTTCAATGAAACCAAATTCATTAACTCTTGCATAAC 

TTGATAATGAGTTGATTAAACCAATGTTTGGTCCCTCAGGCGTTTCAATTGG 

ACACATACGACCATAGTGAGAGTAGTGAACGTCACGTACTTCCATACCAGC 

ACGCTCACGAGTTAAACCACCCGGTCCTAATGCTGATAG - 3' 

SEQ ID N°36 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus aureus, 
mesurant 518 paires de bases : 

5'TTCTGGATTCATCAAAGGCACTGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATCAA 

TGCACGGTTTGAGTCATCATTTTCTAAGAATGGAATACATGCTGTCGCTGCT 

GAAACAACTTGCTTCGGCGATACATCCATATAATCCATTTTTTCTTTAGCCAT 

AACTGTGTTGTTACCACGGAAACGACATACAACTTCATCATCCATGAAACGA 

CCATTTTCATCTAATTTAGAGTTTGCTTGTGCTACAACATAGCTATCTTCTTC 

GTCAGCTGTTAAATAGTCAATTTGATCAGTGATAGCATGTGTATCTAAATCAA 

CTTTACGATATGGTGTTTCAATAAAGCCGAATTCATTTACACGTGCATAACTT 

GATAATGAGTTAATCAATCCAATGTTTGGTCCCTCAGGTGTTTCAATTGGAC 

ACATACGGCCATAGTGAGAGTAGTGAACGTCACGTACTTCCATTTGAGCAC 

GTTCACGTGTTAAACCACCAGGTCCTAATGCTGATAGACGACGTTTAT - 3' 
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SEQ ID N°37 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus aureus 
anaerobius, mesurant 507 paires de bases : 

5'TTCTG G ATTCATCAAAG G CACTGCTTG ACGTTGC ATGTTCGCACCCATCAA 

TGCACGGTTTGAGTCATCATTTTCTAAGAATGGAATACATGCTGTCGCTGCT 

GAAACAACTTGCTTCGGCGATACATCCATATAATGCATTTTTTCTTTAGCCAT 

AACTGTATTGTTACCACGGAAACGACATACAACTTCATCATCCATGAAACGA 

CCATTTTCATCTAATTTAGAGTTTGCTTGTGCTACAACATAGCTATCTTCTTC 

GTCAGCTGTTAAATAGTCAATTTGATCAGTGATAGCATGTGTATCTAAATCAA 

CTTTACGATATGGTGTTTCAATAAAGCCGAATTCATTTACACGTGCATAACTT 

GATAATGAGTTAATCAATCCAATGTTTGGTCCCTCAGGTGTTTCAATTGGAC 

ACATACGGCCATAGTGAGAGTAGTGAACGTCACGTACTTCCATTTGAGCAC 

GTTCACGTGTTAAACCACCAGGTCCTAATGCCGATAG - 3' 

SEQ ID N°38 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus ariettae, 
mesurant 51 8 paires de bases : 

5TTCACGGTTCATCAACGGTACTGCTTGACGTTGCATGTTCGCACCCATTAA 

TGCACGGTTAGAGTCATCGTTTTCTAAGAAAGGAATACATGCCGTTGCAGCT 

GAAACTACTTGCTTAGGTGATACGTCCATGTAGTCCATTTTTTCTTTAGCCAT 

AACTGTGTTATTACCGCGGAAACGACAAACAACTTCGTCATCTAAAAACTTA 

CCATTTTCATCTAAGTTAGAGTTGGCTTGTGCTACCACATAGCTGTCCTCTT 

CATCAGCAGTTAGGTAATCAATTTGATCTGTAATTGAGTTTGTTGCTAAATCT 

ACTTTACGGTACGGCGTTTCGATAAAGCCAAATTCATTTACACGTGCATAAC 

TTGATAGTGAGTTAATTAAACCGATGTTTGGTCCCTCTGGTGTTTCGATAGG 

ACACATACGGCCATAGTGAGAATAGTGTACGTCACGTACTTCCATTTGAGCA 

CGTTCACGTGTTAAACCACCAGGTCCTAATGCTGATAAACGACGTTTAT-3' 

SEQ ID N°39 : Sequence partielle du gene rpoB chez Staphylococcus caprae, 
mesurant 556 paires de bases : 

5TAACCCATTAGCTGAGTTGACTCATAAACGTCGTCTATCAGCATTAGGACC 
TGGTGGTTTAACGCGTGAACGTGCCCAAATGGAAGTGCGTGACGTTCACTA 
TTCTCACTATGGCCGTATGTGTCCAATCGAAACACCTGAGGGACCAAACATT 
GGTTTAATCAACTCATTATCAAGTTATGCACGAGTAAATGAATTTGGTTTTAT 
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TGAAACACCTTATCGTAAAGTAGATTTAGATACGAATTCTATCACTGACCAAA 

TTGATTACTTAACTGCTGATGAAGAAGATAGTTATGTTGTTGCCCAAGCGAA 

CTCTCGTTTAGACGAAAATGGTCGTTTCTTAGATGACGAAGTTGTTTGTCGT 

TTCCGTG GTAATAAC AC AGTTATGG CTAAAG AG AAAATG GACTAC ATG G ATG 
TATCTCCTAAACAAGTAGTATCTGCAGCGACAGCTTGTATTCCATTCTTAGA 
AAATGATGACTCTAACCGTGCATTAATGGGTGCGAACATGCAACGTCAAGC 
AGTACCATTGATGAATCCAGAAGCGCCATTTGTTGGT-3 , 

Exemple 3. Identification en aveugle d'une collection de 20 souches 
bacteriennes comprenant 10 souches de bacteries appartenant au genre 
Staphylococcus. 

Une collection de vingt souches appartenant aux especes bacteriennes 
suivantes: Staphylococcus aureus (souche sensible a la rifampicine), 
Staphylococcus aureus (souche resistante a la rifampicine), Staphylococcus 
epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus saprophytics, 
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus equorum, Staphylococcus 
schleiferi, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus gallinarum, Escherichia 
coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus 
faecalis, Steptococcus pyogenes, Corynebacterium amycolatum, Gemella 
morbilorum, Acinetobacter anitratus, Micrococcus luteus et Propionibacterium 
acnes a ete codee de fagon a realiser une identification moleculaire en aveugle 
(Pexperimentateur ne connaissant pas a priori Pidentite des souches) des 
souches selon Ie procede decrit dans la presente demandede brevet. 
L'extraction des acides nucleiques ainsi que ['amplification du fragment de 751 
paires de bases du gene rpoB ont ete realisees comme decrits dans I'exemple 
n°2 en incorporant les amorces SEQ ID N°7 (comme amorce 5 1 ) et SEQ ID N°10 
(comme amorce 3 1 ) dans une amplification PCR (Fig. 1). Le sequengage de ces 
10 amplifiats a ete realise en incorporant dans la reaction de sequengage les 
amorces SEQ ID N°9 (amorce 5') et SEQ ID N°10 (amorce 3 1 ) comme decrit 
dans Pexemple n°2 et la comparaison des sequences obtenues avec les 
sequences de la banque de donnees des sequences SEQ.ID. n° 1 1 a 39 a 
permis d'identifier les dix souches amplifiees comme etant : Staphylococcus 
aureus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 
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haemolyticus, Staphylococcus saprophytics, Staphylococcus intermedius, 
Staphylococcus equorum, Staphylococcus schleiferi, Staphylococcus 
lugdunensis et Staphylococcus gallinarum. Le decodage de ces 20 souches a 
montre 100% de concordance entre ['identification moleculaire selon le procede 

5 faisant Pobjet de la pr6sente invention et Identification etablie anterieurement 
par les methodes phenotypiques standard. Ce resultat illustre la specificite des 
jeux d'amorces SEQ ID N°7/SEQ ID N°10 et SEQ ID N°9/SEQ ID N°10 utilises 
pour ce travail et le fait que le niveau de sensibilite des souches de 
Staphylococcus aureus a la rifampicine n'interfere pas avec ('identification de ces 

10 souches. 

Les autres bacteries choisies pour ce qu'elles sont frequemment isolees 
dans les prelevements cliniques humains ou animaux susceptibles de contenir 
egalement des bacteries du genre Staphylococcus, n'ont pas ete amplifiees, 
demontrant ainsi la specificite des amorces utilisees pour le genre 
15 Staphylococcus dans les conditions d'utilisation pour la detection des bacteries 
du genre Staphylococcus selon I'invention.par rapport aux bacteries d'un autre 
genre. 

Sur la figure 1 sont represents les produits d'amplification PCR obtenus 
a partir de quinze souches bacteriennes codees, comportant 10 souches 

20 appartenant au genre Staphylococcus (colonnes 2 a 5, 8, 9, 11 a 13 et 16) et 5 
souches bacteriennes de genres bacteriens autres que Staphylococcus 
(colonnes 6, 7,10,14 et 15). Les colonnes 1 et 17 represented le marqueur de 
poids moleculaire. Des colonnes correspondant aux temoins negatifs 
d'amplification (eau sterile) et a d'autres souches autres que Staphylococcus ne 

25 sont pas representees. Les produits d'amplification sont obtenus apres 
incorporation des amorces SEQ ID N°7 et SEQ ID N°10 selon I'invention et sont 
visualises par coloration au bromure d'ethidium apr£s electrophorese sur un gel 
d'agarose. 



WO 03/020972 



47 



PCT/FR02/03012 



REVENDICATIONS 

1. Gene ou fragment de gene rpoB d'une bacterie du genre 
Staphylococcus, caracterise en ce qu'il comprend une sequence telle que decrite 
dans les sequences SEQ.ID. n° 11 a 29 et 31 a 39, les sequences inverses et 
sequences complementaires. 

2. Gene rpoB d'une des bacteries Staphylococcus saccharolyticus, 
Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus caprae, et Staphylococcus 
intermedius selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il correspond a Tune 
des sequences telles que decrites dans les sequences SEQ.ID. n° 3 a 6. 

3. Fragment d'un gene rpoB d'une bacterie du genre Staphylococcus, 
caracterise en ce qu'il consiste dans Tune des sequences SEQ.ID. n° 1 1 a 39 et 
les sequences inverses et sequences complementaires. 

4. Oligonucleotide caracterise en ce qu'il comprend une sequence 
d'au moins 12, de preference de 12 a 35, motifs nucleotidiques consecutifs 
incluse dans I'une des sequences SEQ.ID. n° 7 a 10, dans lesquelles N 
represente un nucleotide choisi parmi l'inosine et un melange equimolaire de 4 
nucleotides differents choisis parmi A, T, C ou G, et les oligonucleotides de 
sequences inverses et sequences complementaires. 

5. Oligonucleotides selon la revendication 4, caracterise en ce qu'ils 
consistent dans les sequences SEQ.ID. n° 7 a 10, et les sequences inverses et 
sequences complementaires dans lesquelles N represente l'inosine. 

6. Procede de detection par identification moleculaire d'une bacterie 
de Tune des especes du genre Staphylococcus caracterise en ce qu'on utilise : 

- le gene rpoB de ladite bacterie, ou un fragment dudit gene selon Tune 

des revendications 1 a 3, ou 

- un oligonucleotide selon Tune des revendications 4 ou 5. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce qu'on utilise : 

- un fragment du gene rpoB de ladite bacterie selon la revendication 3, ou 

- un oligonucleotide selon la revendication 5. 

8. Procede selon Tune des revendications 6 ou 7, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes dans lesquelles : 

1- on met en contact au moins une sonde de genre comprenant un dit 
oligonucleotide selon la revendication 4 ou 5, avec un echantillon contenant ou 
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susceptible de contenir des acides nucleiques d'au moins une telle bacterie du 
genre Staphylococcus, et 

2- on determine la formation ou ['absence de formation d'un complexe 
d'hybridation entre ladite sonde de genre et les acides nucleiques de 
5 I'echantillon, et on determine ainsi la presence de ladite bacterie dans 
I'echantillon s'il y a formation d'un complexe d'hybridation. 

9. Procede selon I'une des revendications 7 ou 8, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes dans lesquelles : 

1- on met en contact les amorces d ! amplification comprenant desdits 
10 oligonucleotides selon la revendication 4 ou 5 avec un echantillon contenant ou 
susceptible de contenir des acides nucleiques d'au moins une telle bacterie du 
genre Staphylococcus, et avec : 

- comme amorce 5', un oligonucleotide choisi parmi les oligonucleotides 
comprenant une sequence incluse dans Tune des sequences SEQ.ID. n° 7 ou 9 

15 ou les sequences complementaires, de preference lesdites sequences 
completes, et 

- comme amorce 3 1 un oligonucleotide comprenant une sequence incluse 
dans Tune des sequences SEQ.ID. n° 10 ou 8, ou respectivement une sequence 
complementaire, de preference lesdites sequences completes. 

20 2- on realise une amplification d'acides nucleiques par reaction de 

polymerisation enzymatique et on determine Papparition ou ('absence d'un 
produit d'amplification, et on determine ainsi la presence de ladite bacterie dans 
i'echantillon si un produit d'amplification est apparu. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce qu ! on utilise : 

25 — comme amorce 5' : Tune des sequences SEQ.ID. N° 7 ou 9 ou une 

sequence complementaire, et 

- comme amorce 3' : la sequence SEQ.ID. N° 10 ou respectivement une 

sequence complementaire. 

1 1 . Procede selon la revendication 6, caracterise en ce qu'on cherche 
30 a detecter specifiquement une espece donnee d'une bacterie du groupe 

Staphylococcus choisie parmi les especes : 

Staphylococcus xylosus, Staphylococcus wameri, Staphylococcus simulans, 
Staphylococcus sciuri, Staphylococcus schleiferi, Staphylococcus 
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saphrophyticus, Staphylococcus saccharolyticus, Staphylococcus pulveris, 
Staphylococcus muscae, Staphylococcus Iugdunensis, Staphylococcus lentis, 
Staphylococcus kloosii, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hyicus, 
Staphylococcus hominis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus 
gallinarum, Staphylococcus felis, Staphylococcus equorum, Staphylococcus 
epidermidis, Staphylococcus cohni, Staphylococcus chromogenes, 
Staphylococcus carnosus, Staphylococcus capitis, Staphylococcus auricularis, 
Staphylococcus aureus subs, aureus, Staphylococcus aureus subs, anaerobius, 
Staphylococcus arlettae, Staphylococcus caprae, 

procede dans lequel : 

1- on met en contact un echantillon contenant ou susceptible de contenir 
des acides nucleiques d'au moins une telle bacterie, avec au moins une sonde 
d'espece consistant dans un fragment de gene selon la revendication 1 ou 3, de 
preference un oligonucleotide consistant respectivement dans I'une desdites 
sequences SEQ.ID. n° 11 a 39, les sequences inverses et sequences 

complementaires, et 

2- on determine la formation ou I'absence d'un complexe d'hybridation 
entre ladite sonde et les acides nucleiques de I'echantillon, et on determine ainsi 
la presence de ladite bacterie dans I'echantillon s'il y a formation d'un complexe 
d'hybridation. 

1 2. Procede selon I'une des revendications 6 ou 7 , caracteris6 en ce 
qu'on cherche a detecter une espece donnee d'une bacterie du genre 
Staphylococcus choisie parmi les especes : Staphylococcus xylosus, 
Staphylococcus wameri, Staphylococcus simulans, Staphylococcus sciuri, 
Staphylococcus schleiferi, Staphylococcus saphrophyticus, Staphylococcus 
saccharolyticus, Staphylococcus pulveris, Staphylococcus muscae, 
Staphylococcus Iugdunensis, Staphylococcus lentis, Staphylococcus kloosii, 
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus hominis, 
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus gallinarum, Staphylococcus felis, 
Staphylococcus equorum, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus cohni, 
Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus carnosus, Staphylococcus 
capitis, Staphylococcus auricularis, Staphylococcus aureus subs, aureus, 
Staphylococcus aureus subs. anaerobius, Staphylococcus arlettae, 
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Staphylococcus caprae, procede dans lequel, dans un echantillon contenant ou 
susceptible de contenir des acides nucleiques d'au moins une telle bacterie du 
genre Staphylococcus, on effectue les etapes dans lesquelles : 

a) on realise une reaction de sequengage d'un fragment du gene rpoB 

5 amplifie d'une dite bacterie donnee a I'aide des amorces nucleotidiques 
consistant dans des oligonucleotides comprenant une sequence incluse dans les 
sequences SEQ.ID. n°7 ou 9 comme amorce 5' et SEQ.ID.n 0 10 comme amorce 
3\ de preference des oligonucleotides consistant dans lesdites sequences 
SEQ.ID. n° 7 ou 9 et 10, et lesdites sequences complementaires, et 

io b) on determine la presence ou I'absence de i'espece donnee de ladite 

bacterie en comparant la sequence dudit fragment obtenu avec la sequence du 
gene complet rpoB de ladite bacterie ou la sequence d'un fragment du gene 
rpoB de ladite bacterie comprenant respectivement lesdites sequences n° 11 a 
39 et sequences complementaires, et on determine ainsi la presence de ladite 

15 bacterie dans I'echantillon si la sequence du fragment obtenue est identique a la 
sequence connue du gene ou du fragment de gene rpoB de ladite bacterie. 
13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que : 
- a I'etape a) on realise les etapes comprenant : 

1» une premiere amplification de I'acide nucleique dudit echantillon avec 
20 un couple d'amdrces 5 1 et 3' choisi parmi des oligonucleotides comprenant 
respectivement les sequences SEQ.ID. n° 7 et respectivement SEQ.ID. n° 10, de 
preference consistant dans lesdites sequences SEQ.ID. n° 7 et 10, ou les 
sequences complementaires, et on determine I'apparition ou I'absence d'un 
produit d'amplification, et 
25 2- une reaction de sequengage des amplifiats determines a I'etape 1 avec 

les amorces 5' et 3' consistant dans des oligonucleotides comprenant les 
sequences SEQ.ID. n° 9 et respectivement SEQ.ID. n° 10, ou leurs sequences 
complementaires, de preference des oligonucleotides consistant dans lesdites 
sequences SEQ.ID. n° 9 et 10 ou leurs sequences complementaires, et 
30 - a I'etape b), on compare les sequences obtenues avec respectivement 

Tune des sequences SEQ.ID. n° 11 a 39 ou leurs sequences complementaires 
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14. Trousse de diagnostic utile dans un procede selon Tune des 
revendications 6 a 13, caracterisee en ce qiTelle comprend au moins un dit 
oligonucleotide ou fragment de gene selon Tune des revendications 3 a 5. 
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<120> Identification moleculaire des bacteries du genre 
Staphylococcus 

<130> H52437 cas 5 

<140> 
<141> 

<160> 85 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
consensus 

<400> 1 

aaacttaata gaaattcaaa ctaaa 25 



<210> 2 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
consensus 

<400> 2 

atctggtaaa gcattaccaa 



<210> 3 
<211> 3791 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus saccharolyticus 



<400> 3 

atgaaactta atagaaattc aaactaaatc 
agaaatgttt agagacattt caccaattga 
tgtagattat agattaggtg aaccaaatta 
tacttatgct gcacctcttc gtgtcaaagt 
aaaagaacaa gaagtcttca tgggtgattt 
tatcaatggt gctgagcgtg ttatcgtgtc 
caacgaaaaa attgataaaa acggtcgtga 
tggtgcttgg ttagaatatg aaacagatgc 
aacacgtaaa ttaccattaa ctgtattgtt 
aatcgttgat ttaataggag acagtgaata 
tgaaaataca gaacaagctt tattagaaat 
aacagtagaa aatgctaaaa gcttattata 
tttagcaagt gtaggtcgtt ataaagctaa 



ttatgattgg ttccttaaag aagggttatt 60 
agatttcaca ggcaacctat ctttagaatt 120 
tgatttagaa gaatctaaaa atcgtgacgc 180 
acgtctcatt attaaagaaa caggcgaagt 240 
cccattaatg acagacacag gtacatttgt 300 
tcaattagta cgttcaccat ctgtttattt 360 
aaattatgat gcgactatta ttcctaaccg 420 
taaagatgtc gtttatgttc gtatcgatag 480 
acgtgcgcta ggtttctcaa ctgatcaaga 540 
tttacgtaat acattagaaa aagatggaac 600 
ttatgaacgt ttgcgtcctg gcgaaccacc 660 
ttcacgtttc ttcgatccta aacgctatga 720 
caaaaagtta catttaaaac accgtttatt 780 
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taatcaaaaa ctagcagaac caattgttaa tagtgaaaca ggtgagattg tagcggaaga 840 
aggtactgta cttgatcgtc gtaaactaga tgaaatcatg gacgtattgg agacaaacgc 900 
taatagcgaa gtctttgaac ttgaaggtag tgtcattgat gaaccagtag aaattcaatc 960 
aattaaagta tatgttccta atgatgaaga aggtcgaact actactgtta ttggtaatgc 1020 
attaccagac tcagaagtta aatgtattac tccggctgat attatcgcct caatgagtta 1080 
cttctttaac ttattgaatg gaattggtta tacagatgat attgaccact taggtaatcg 1140 
tcgtttacgt tcagttggtg aattactaca aaaccaattc cgtatcggtt tgtctagaat 1200 
ggaacgtgtt gtacgtgaga gaatgtcaat tcaagacact gattctatca ctccacaaca 1260 
attaattaat attcgtccag tcattgcatc tattaaagaa ttttttggta gttctcaatt 1320 
atctcaattc atggaccaag caaacccatt agctgagttg actcataaac gtcgtttatc 1380 
agctctagga cctggtggtt taactcgtga acgcgctcaa atggaagtac gtgacgtgca 1440 
ttattctcac tacggtcgta tgtgccctat tgaaacacct gagggcccaa acattggatt 1500 
aattaactca ttatctagtt atgcaagagt aaatgaattfc ggttttattg aaacacctta 1560 
tcgtaaagtt gatttagata ctaattcaat cactgaccaa attgactact taactgctga 1620 
tgaagaagat agttatgttg ttgcacaagc aaactcacgt cttgatgaaa atgggtgctt 1680 
cttagatgat gaagttgttt gtcgttttcg tggcaataac acagtgatgg ctaaagaaaa 1740 
aatggactat atggacgtat cacctaaaca agtagtttca gcagctactg catgtatccc 1800 
attcttagaa aacgatgact caaaccgagc attaatgggt gcaaacatgc aacgtcaagc 1860 
agtaccatta atgaacccag aagcgccatt tgttggaaca ggtatggaac atgtagcagc 1920 
gcgtgactca ggtgcagcaa ttactgctaa gcatagagga cgtgttgaac atgttgagtc 1980 
taatgaagtt ttagttcgtc gtttagtaga agaaaatggt attgaacatg aaggtgaatt 2040 
agatcgctat ccattagcaa aattcaaacg ttcaaactct ggtacatgtt ataaccaacg 2100 
cccaattgtt tctgttggag acgttgttga atataacgaa attttagcag acggtccttc 2160 
aatggaacta ggtgaaatgg ctttaggtcg taacgtagtt gtaggtttca tgacttggga 2220 
cggttataac tatgaggatg ccgttatcat gagcgaacgt ttagttaaag atgatgtcta 2280 
tacatctatt catatcgaag aatacgaatc agaagcacgt gacactaaat taggacctga 2340 
agaaattact cgtgatattc ctaatgtgtc tgaaagtgcg cttaaaaact tagacgatcg 2400 
tggtatcgtt tatgttggtg ccgaagttaa agatggtgac atcttagtag gcaaagtaac 2460 
gcctaaaggt gtaacggaac taacagcaga agaaagatta ttacatgcta ttttcggtga 2520 
aaaggctcgt gaagttcgtg atacttcatt acgtgtacca catggtgcag ggggcatcgt 2580 
attagatgta aaagtcttca accgtgaaga gggcgatgac actttatctc ctggtgtaaa 2640 
tcaattagta cgtgtttata tcgttcaaaa acgtaaaatt catgtagggg ataaaatgtg 2700 
cggtcgtcat ggtaataaag gtgttatttc taaaattgtt cctgaagaag atatgccata 2760 
cttacctgat ggtcgaccaa tcgacatcat gttaaatcca cttggtgtac cttcacgtat 2820 
gaacattgga caagtgctag aattacactt aggtatggcfc gctaaaaact taggcatcca 2880 
cattgcatca ccagtatttg atggtgctaa tgatgatgat gtttggtcta caatcgaaga 2940 
ggccggcatg gcacgtgatg gtaagactgt attatatgat gggcgtacgg gtgaaccgtt 3000 
tgataaccgt atttctgtag gtgtaatgta catgcttaaa cttgctcaca tggttgatga 3060 
caaattgcat gcacgttcaa caggaccata ctcactcgtt acacaacaac cactcggtgg 3120 
taaagcacaa tttggtggac aacgtttcgg tgagatggag gtatgggcac ttgaagcata 3180 
tggtgctgct tatactttac aagaaatctt aacttataaa tctgacgata cagtaggacg 3240 
tgttaaaact tacgaatcta tcgttaaagg tgaaaacatc tctagaccaa gtgttcctga 3300 
gtcattccga gtactgatga aagaattaca aagtttagga ttagatgtta aagtaatgga 3360 
tgagcatgat aatgaaattg aaatggcaga tgttgatgat gaagatgcaa cggaacgcaa 3420 
agtagattta caacaaaaaa atgctccgga atcacaaaaa gaaacaactg attaataagc 3480 
acttaagata aatgaatact taaagggtat gaaatgatta tcatttcaac ttctttaggt 3540 
attcgatttc aatgaaagta atcaatcaaa tagcacagct aatctaaatt gaaggaggta 3600 
ggctccttga ttgatgtaaa taatttccat tatatgaaaa taggattagc ttcacctgaa 3660 
aagattcgtt cttggtcata tggfcgaagtt aagaaacctg aaacaataaa ctatcgtact 3720 
ttaaagccag aaaaagatgg tcttttctgt gaaagaattt tcggacctac aaaagactgg 3780 
gaaattttta a 3791 



<210> 4 
<211> 3855 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus lugduneiisis 
<400> 4 

atgtcttatg attggttcct aaaagaaggt ttactagaaa tgttccgtga tatctcacca 60 
attgaagatt tcacaggtaa cctatcatta gagtttgtag attacagatt aggtgaacca 120 
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aagtatgatt tagaagaatc gaaaaatcgt gacgctactt atgctgcacc tcttcgtgtt 180 
aaagtgcgtc tcgttataaa agaaacaggt gaagttaaag agcaagaagt atttatggga 240 
gacttcccat taatgacaga tacaggtacg tttgttatta atggtgcaga gcgtgttatt 300 
gtatcgcaat tagtacgttc accatccgtt tactttaatg aaaaaattga caaaaacgga 360 
cgagaaaatt atgatgctac aatcattcct aaccgtggtg cctggttaga atacgaaaca 420 
gatgctaaag atgttgtcta tgttcgtatt gatagaactc gtaaattgcc attaactgtc 480 
ttattacgcg cattaggctt ttcaactgat caagaaattg ttgagttgtt aggcgataac 540 
gaatacttgc gtaatacatt agaaaaagac ggaacagaaa acactgaaca agcgttatta 600 
gaaatttatg aacgtttacg tcctggtgaa ccaccaacag ttgaaaatgc aaaaagttta 660 
ttatattctc gcttcttcga tccgaaacgc tatgatttag caagcgttgg acgttataaa 720 
gcgaacaaaa aattgcatct aaaacaccgt ttatttaatc aaaaattagc agagcctatc 780 
gtaaacagcg aaacaggtga aattgttgct gaagaaggta ctgtattaga tcgtcgcaaa 840 
ttagacgaaa ttatggacgt tcttgaaaca aatgcgaata gtgaagtatt cgaattagaa 900 
ggaacagtaa tagacgaacc ggttgaaatt caatcaatca aagtctatgt accaaatgat 960 
gaagaaggtt gtacaacaac gataattggt aatgctttac cagattcaga agtgaaatgt 1020 
atcacacctg cagatattat ttcttctatg agttacttct fccaacttatt agctggcatt 1080 
ggttacacgg atgatatcga tcatttaggt aaccgtcgt.t tacgttcagt tggtgagtta 1140 
ttgcaaaacc aattccgtat tggtttatca agaatggaac gtgttgtgcg tgaaagaatg 1200 
tcaattcaag ataccgaatc tatcacacca caacaattaa ttaatattag accagttatt 1260 
gcatcaatta aagaattctt tggtagttct caattatcac aattcatgga ccaagctaac 1320 
ccattagcag aattaacaca caaacgtcgt ttatctgcgt taggacctgg tggtttaaca 13 80 
cgtgaacgtg cacaaatgga agttcgtgac gtgcattatt ctcactatgg ccgtatgtgt 1440 
ccgattgaaa caccagaggg tccaaacatt ggtttgatta actcattatc tagttatgcg 1500 
cgtgtcaacg agtttggctt tattgaaacg ccttatcgta aagtagatat tgatacaaat 1560 
gcaatcacag atcaaattga ctacttaact gctgatgaag aagacagtta tgtcgttgca 1620 
caagcgaact ctcgccttga tgaaaatggt cgtttcttag atgatgaagt agtatgccgt 1680 
ttccgcggta ataatactgt tatggctaaa gaaaaaatgg actacatgga tgtatctcct 1740 
aaacaagttg tttcagctgc gacagcatgt attccattct tagagaacga tgactctaac 1800 
cgtgcattga tgggtgcaaa catgcaacgt caagcagttc cgttgatgaa ccctgaagcg 1860 
ccgttcgtag gaacaggtat ggagcatgtt gctgctcgtg actctggtgc tgcgattact 1920 
gcaaaataca gaggtcgtgt agaacacgtt gaatctaatg aaatcctagt gcgtcgatta 1980 
attgaagaaa atggaaaaga atatgaaggc gaacttgatc gctatccatt agcgaagttt 2040 
aaacgctcta actctggtac atgttataac caacgtccaa ttgtttctat tggcgacgtt 2100 
gtagaataca atgaaattct agctgacggt ccatcaatgg agcttggtga aatggcatta 2160 
ggccgcaacg ttgtagttgg tttcatgact tgggacggct ataactatga agatgctgtc 2220 
afccatgagtg aacgtttagt caaagatgac gtttacacat ctattcatat tgaagaatat 2280 
gaatcagaag cacgtgatac gaaattagga cctgaggaaa tcacacgtga tattcctaac 2340 
gtctctgaaa gtgcacttaa aaacttagac gatcgcggta ttgtttatgt aggtgcagaa 2400 
gttaaagatg gcgatatttt agtaggtaaa gtaacgccta aaggtgtcac agagctaaca 2460 
gctgaagaac gtctattaca tgcaatcttt ggtgaaaaag cacgtgaagt gcgtgacact 2520 
tcattgcgtg taccacatgg tgctggcggt attgtgctag atgttaaagt cttcaaccgt 2580 
gaagaaggag atgacacact ttctccaggt gttaaccaat tagtacgcgt atatattgtg 2640 
cagaaacgta aaatacacgt tggggacaaa atgtgtggtc gtcatggtaa caaaggtgtc 2700 
atttctaaga ttgttccaga agaggacatg ccttatttac cagatggacg tccaattgat 2760 
attatgttaa acccacttgg tgtgccatca cgtatgaaca ttggacaagt tctagagttg 2820 
catttaggta tggctgctaa aaacttaggt attcatgttg cgtcaccagt atttgatggt 2880 



gcgaacgatg aagatgtatg gtcaacaatt gaagaagctg gtatggcacg tgacggtaaa 2940 
accgtattat atgatggccg tacaggtgag ccattcgaca accgtatctc agttggagtt 3000 
atgtacatgc ttaaacttgc acatatggtt gatgacaaat tacatgctcg ttcaacaggt 3 060 
ccatactcat tagttacaca acaaccactt ggtggtaaag cacaatttgg tggacaacgt 3120 
ttcggtgaga tggaagtatg ggcacttgaa gcttatggtg ctgcctatac attgcaagaa 3180 
atccttactt ataaatctga tgatacggta ggccgtgtta aaacatacga agctatcgtt 3240 
aaaggtgaaa acatttctag accaagtgtt cctgaatcat tccgtgtatt gatgaaagaa 3300 
cttcaaagtt taggtttaga tgtgaaagtg atggatgagc acgataacga aatcgaaatg 3360 
gcagatgttg aagatgaaga tacaacagag cgcaaagtag atttgcaaca aaaagatgcg 3420 
ccacaatctc aacaagaaga aactgctgat tagtcaatat attagatata aggaatggtg 3480 
ttaggaacaa gtgctacgga tgtttaaaca taatgtgttt tgagttgcat ccatcctaac 3540 
ctttccttaa tttcaataga tgtaaatcaa tcaaatggca cagctaatct aaattgaagg 3600 
aggtaggctc cttgattgat gtaaataatt tccattatat gaaaatcggt ttagcctcac 3 660 
ctgaaaaaat tcgttcatgg tcatatggtg aagtgaaaaa accagaaaca attaattatc 3720 
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gtacgttaaa accagaaaaa gatggcttat tctgtgagag aatattcggc ccaactaaag 3780 

attgggaatg tagttgtggt aaatacaaac gtgtgcgtta taaaggcatg gtttgtgata 3 840 
gatgtggtgt tgtaa 3 855 

<210> 5 
<211> 3698 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus caprae 
<400> 5 

atgaaactta atagaaattc aaactaaatc ttacgattgg ttccttaaag aaggtttatt 60 
agaaatgttt agagacattt ctccaattga agatttcaca ggtaacctat ctttagaatt 120 
tgtagattat agattaggtg atccgaaata cgatttagaa gaatctaaaa accgtgacgc 180 
tacttatgct gcacctcttc gtgtgaaagt acgtctcatt attaaagaaa caggcgaagt 240 
gaaggaacaa gaagtcttca tgggtgattt cccattaatg actgacacag gtacattcgt 3 00 
tatcaatggt gctgaacgtg ttatcgtttc tcaattagta cgttcaccat ccgtttattt 360 
caacgagaaa attgataaaa atggacgcga aaactacgat gcaactatca ttcctaaccg 420 
tggtgcttgg ttagaatatg aaacagatgc gaaagatgta gtatacgttc gtatcgatag 480 
aactcgtaaa ttaccattga cagtattatt acgtgcacta gatttctcaa ctgatcaaga 540 
aattgttgat ttactaggtg agagtgaata tttacgtaat acattagaaa aagatggtac 600 
tgaaaatact gaacaagcat tattagaaat ttatgaacgt ttacgtcctg gcgaaccacc 660 
aacagttgaa aatgctaaaa gcttattata ctcacgcttc ttcgacccta aacgttatga 720 
tttagcaagt gtfcggtcgtt acaaagctaa caaaaagtta catttaaaac accgtttatt 780 
taatcaaaaa ttagcagaac ctattgttaa tagtgaaaca ggtgagattg tagctgaaga 840 
aggtactgta ttagatcgtc gtaaaattga cgaaatcatg gacgttttag aaacaaacgc 900 
taacagtgaa gttttcgaat tagaaggtag cgttattgac gaacctgttg aaattcaatc 960 
aattaaagtc tatgtaccta atgatgaaga aggtcgcaca actactgtaa ttggtaatgc 1020 
attaccagat tcagaagtta aatgtattac tccagctgat atcattgcgt caatgagtta 1080 
tttcttcaac ttattaaatg gtattggtta tacagatgat atcgaccact taggtaaccg 1140 
tcgtttacgt tcagttggtg aacttttaca gaaccaattc cgtatcggtt tatcaagaat 1200 
ggaacgtgtt gttcgtgaaa gaatgtctat tcaagacact gattcaatca caccacaaca 1260 - 
attaatcaac attcgtccgg ttattgcgtc tattaaagaa ttcttcggaa gttcacaatt 1320 
atcgcaattc atggaccaag ctaacccatt agctgagttg actcataaac gtcgtctatc 1380 
agcattagga cctggtggtt taacgcgtga acgtgcccaa atggaagtgc gtgacgttca 1440 
ctattctcac tatggccgta tgtgtccaat cgaaacacct gagggaccaa acattggttt 1500 
aatcaactca ttatcaagtt atgcacgagt aaatgaattt ggttttattg aaacacctta 1560 
tcgtaaagta gatttagata cgaattctat cactgaccaa attgattact taactgctga 1620 
tgaagaagat agttatgttg ttgcccaagc gaactctcgt ttagacgaaa atggtcgttt 1680 
cttagatgac gaagttgttt gtcgtttccg tggtaataac acagttatgg ctaaagagaa 1740 
aatggactac atggatgtat ctcctaaaca agtagtatct gcagcgacag cttgtattcc 1800 
attcttagaa aatgatgact ctaaccgtgc attaatgggt gcgaacatgc aacgtcaagc 1860 
agtaccattg atgaatccag aagcgccatt tgttggtaca ggtatggaac atgtagccgc 1920 
acgtgattca ggtgcagcga ttactgctaa acatagagga cgcgttgaac acgttgaatc 1980 
taacgaagta ttagtacgtc gtttagtaga agaaaacggc actgaacatg aaggtgaatt 2040 
agatcgttac ccattagcta aattcaaacg ttcaaactct ggtacatgtt ataaccaacg 2100 
tccaattgtt tctgttggtg atgtagtaga atacaatgaa attttagctg acggtccttc 2160 
aatggaatta aggttgaaat ggcataggga cgtaacgttg ttagttggtt tcatgacttg 2220 
ggacggttat aactacgagg atgctgttat catgagtgaa cgtttagtta aagatgacgt 2280 
ttatacttct attcacattg aagaatatga atctgaagct cgtgatacta agttaggacc 2340 
tgaagaaatt actcgtgaca ttcctaacgt atctgaaagt gcacttaaaa acttagacga 2400 
tcgcggtatc gtttatgttg gtgctgaagt taaagacggt gacatcttag taggtaaagt 2460 
aacgcctaaa ggtgtaactg aattaacagc tgaagaaaga ttattacatg ctatcttcgg 2520 
tgaaaaggct cgtgaagtcc gcgatacatc attacgtgta ccacatggtg caggcggtat 2580 
cgttctagat gttaaagtat tcaatcgtga agaaggcgat gatacgttat ctccaggtgt 2640 
aaaccaattg gtacgtgttt atatcgttca aaaacgtaaa attcatgtag gggacaaaat 2700 
gtgtggtcgt cacggtaaca aaggtgttat ctctaaaatt gttcctgaag aagatatgcc 2760 
atacttacca gatggtcgtc caatcgacat catgttaaac ccacttggtg taccatcacg 2820 
tatgaacatc ggacaagtac ttgagttgca tttaggtatg gctgctaaga acttaggcat 2880 
ccatgtagca tctccagtat tcgatggtgc aaacgatgat gatgtatggt caacaattga 2940 
agaagcaggt atggctcgtg atggtaaaac tgtattatac gatggacgta caggtgaacc 3000 
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attcgataac cgtatttctg taggtgtcat 
cgataaatta cacgcacgtt caactggacc 
tggtaaagca caattcggtg gtcaacgctt 
atatggtgct gcatacacat tacaagaaat 
tcgtgttaaa acttacgaat ctatcgttaa 
agaatcattc agagtattga tgaaagaatt 
ggacgagcaa gacaacgaaa ttgaaatggc 
caaagtagat ttacaacaaa aaaatgctcc 
agcacttaag ataaatgaat cctaaagagg 
aaggtattcg atttcaatga atgtaaatca 
gaggtaggct ccttgattga tgtaaataat 
cctgaaaaaa ttcgttcttg gtcttatggt 



5/24 

gtacatgctt aaacttgctc acatggttga 3060 
atactcactt gttacacaac aaccacttgg 3120 
cggtgagatg gaggtatggg cacttgaagc 3180 
cttaacttat aaatctgacg atacagtagg 3240 
aggtgaaaat atctctagac caagtgttcc 3300 
acaaagttta ggattagatg ttaaagtgat 33 60 
ggacgttgat gatgaagatg caactgaacg 3420 
cgaatcacaa aaagaaacaa ctgattaata 3480 
ttatgagatg gttgccattt caacctcttt 3540 
atcaaatagc acagctaatc taaattgaag 3600 
ttccattata tgaaaatagg attagcttca 3660 
gaagttaa 3698 



<210> 6 
<211> 3851 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus intermedins 
<400> 6 

atgtaaactt aatagaaatt cmaactaaat cgtatgattg gttcttaaaa gaaggtttat 60 
tagaaatgtt ccgtgatatt tctcctattg aagacttcac gggtaatctt tcattagaat 12 0 
ttgttgatta tagattaggt gaaccaaagt atgatttaga agaatcaaaa aaccgtgatg 180 
caacatacgc ggcaccatta cgtgtgaaag ttcgtttaat cattaaagaa acaggcgaag 240 
tgaaagatca agaagtattt atgggtgatt tcccattaat gacagaaaca ggtacttttg 300 
tgattaacgg ggcagaacgt gttatcgtat cacaattagt ccgttcacca tctgtatact 360 
tcaatgaaaa attagataaa aacggatgcg tgaattatga tgcgacagtc attcctaacc 420 
gtggtgcttg gttggaatat gaaacagatg cgaaagatgt cgtttatgtg cgtatcgata 480 
gaacgagaaa gttaccatta acagtattat tacgtgcgtt aggttattca acagaccaag 540 
aaattattga attaattggg gataatgaat atttacgtaa tacattagaa aaagatagca 600 
cagaaaatac agagcaagca ttacttgaaa tttatgaacg tttacgtcca ggtgaaccac 660 
ctactgtaga aaacgcaaaa agcttattat actcacgttt ctttgaccct aaacgttatg 72 0 
atttagcaag cgttggacgt tataaagcaa acaaaaagtt acatttaaaa caccgcctat 780 
tcaatcaaaa attagctgaa ccgatcgtta atactgaaac aggcgaaatt gttgctgaag 840 
aaggcactgt tttagatcgt cgtaaattag atgaaattat ggacgttctt gaaacaaatg 900 
cgaatgcaca agtttatgaa cattccaaac ggatcattga tgagccagta gaaattcaat 960 
caattaaagt atatgtaccg aatgatgatg aagaacgtac aacaacagtt attggtaatg 1020 
cattcccaga ttcagaagtg aaatgtatta caccggctga tattgtggca tctatgtcat 1080 
acttcttcaa cctattacat ggtattggtt acacagacga tattgaccac cttggtaacc 1140 
gccgtctacg ttcagttggt gagttgttac aaaaccaatt ccgtatcggt ttatcaagaa 12 00 
tggaacgtgt ggtacgtgaa agaatgtcta ttcaagatac agactctatc acaccgcaac 12 60 
aattaattaa tattcgtcca gtgattgcat caattaaaga gttctttggt agctcgcaat 1320 
tatctcaatt catggaccaa gcgaacccac ttgctgagtt gactcacaaa cgtcgtctat 13 80 
cagcattagg acctggtggt ttaacgcgtg aacgtgctca aatggaagtg cgtgacgtac 1440 
actactctca ctatggtcgt atgtgtccaa tcgaaacacc tgagggacca aacattggtt 1500 
tgatcaactc attatctagt tatgcacgtg tgaacgaatt tggttttatc gaaacaccat 1560 
atcgtaaagt tgatattgaa acaaatacga ttactgacca aatcgactac ttaactgctg 1620 
atgaagaaga tagttatgtt gtcgcacaag cgaactcacg tcttgatgaa aacggtcgct 1680 
ttattgatga tgagattgta tgtcgtttcc gtggtaacaa cacaacgatg gcgaaagaaa 1740 
aaatggacta catggacgta tcgccgaaac aagttgtatc agctgcgaca gcgtgtatcc 1800 
cattcttaga aaacgatgac tctaaccgtg cgttaatggg tgcgaacatg cagcgtcaag 1860 
cggtaccgtt gttaaaccct gaatctccat ttgtaggtac aggtatggaa cacgttgctg 192 0 
cacgtgactc aggtgctgct gtcatttcta aatatcgcgg tcgtgttgaa catgtccaat 1980 
ctagcgagat tttagtccgt cgtttagttg aagaaaacgg tcaagaagta gatggtacgt 2040 
tagatcgtta tccattagcg aaatttaaac gttcgaactc aggtacatgt tataaccaac 2100 
gtccaatcat cgcaaaaggt gacattgtgg aaaaaggcga aatccttgct gatggtcctt 2160 
caatggaact tggtgaaatg gcattaggtc agaaacgtag tagttggttc atgacttggg 2220 
acggttataa ctatgaggat gccgttatca tgagtgaacg tttggttaaa gatgatgtgt 2280 
acacgtctat tcatattgaa gaatacgaat cagaagcgcg tgacacaaaa cttggacctg 2340 
aagaaatcac acgtgatatt cctaacgtat ctgaaaatgc actgaaaaac ttagatgatc 2400 
gcggtatcgt ttatgtaggt gcggaagtta aagacggcga catcttagtg ggtaaagtaa 2460 
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cgccaaaagg tgtaacagaa ttaactgcag aagaacgttt attacatgca atctttggtg 2520 
aaaaagcacg tgaagtacgt gatacatcat tacgtgtacc tcacggcgcg ggcggtattg 2580 
tacttgatgt taaagtgttc aatcgtgaag aaggcgatga ttcactttca ccaggtgtga 2640 
accaactcgt acgtgtttac attgttcaaa aacgtaaaat tcatgtaggg gacaaaatgt 2700 
gtggtcgtca cggtaacaaa ggtgtcatct ctaaaattgt tcctgaagaa gacatgccgt 2760 
acttaccaga cggtcgtcca atcgacatca tgttgaaccc actcggtgta ccatctcgta 2820 
tgaacatcgg acaagtttta gagctccact taggtatggc agctaaaaac ttaggtatcc 2880 
acgttgcatc accagtattc gatggtgcga acgatgatga cgtatggtct acaattgaag 2940 
aagcaggtat ggcacgtgat ggtaaaactg tcctttacga tggacgtaca ggtgaaccat 3000 
tcgacaaccg tatctctgta ggtgtcatgt acatgctgaa acttgcacac atggttgatg 3060 
acaagcttca cgcacgttct acaggacctt actcacttgt tacacaacaa ccgcttggtg 3120 
gtaaagcaca gtttggtgga caaagatttg gtgagatgga ggtatgggca cttgaagcat 3180 
acggtgcagc atacacatta caagaaatcc tcacatacaa atcagatgac acagtaggtc 3240 
gtgtgaaaac ttacgaagct atcgttaaag gtgaaaacat ctcaagacca agtgttcctg 33 00 
aatcattccg cgtattgatg aaagaattac aaagtttagg tcttgacgtt aaagtgatgg 3360 
acgaacaaga taacgaaatt gaaatgcgtg acttagacga tgatgatatt ccagatcgca 3420 
aagtcaacat tcaaccatca actgttcctg aatcacaaaa agaatttaac gaataatgat 3480 
gaattgtaga taagattaaa cggaatagaa acacttggtt aagcttgagt ttgtgttcaa 3540 
atgtgacagt tgaaatacaa cagatgtcat gtacgattaa tctattcgga aatgtgatcg 3 600 
gaatccaacg agagggcttg ggtttcgatg catatccgat actgcaacat ttttaagata 3660 
aattgtaaat caatcaacta gcacagttaa tttaaactaa aggaggtagg ctccttgatt 3720 
gatgtaaata aattccatta catgaaaata ggactcgctt cacctgaaaa aattcgttct 3780 
tggtcatatg gtgaggtcaa aaagccagaa acaattaact accgtacgtt aaaaccagaa 3840 
aaagatggta a 3 851 



<210> 7 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 7 

aaccaattcc gtatnggttt 



<210> 8 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 8 

ccgtcccaag tcatgaaac 19 



<210> 9 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 



<400> 9 

caattcatgg accaagc 



17 
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<210> 10 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 10 

gcnacntgnt ccatacctgt 



<210> 11 
<211> 518 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus xylosus 
<400> 11 

ttcagggttc atcaatggca ctgcttgacg ttgcatgttt gcacccatca atgcacggtt 60 
agagtcatca ttttctaaga aaggaataca tgctgtcgca gcagaaacaa cttgttttgg 120 
tgaaacgtcc atgtaatcca ttttttcttt agccataact gtgttattac cacggaaacg 180 
acaaacaact tcatcatcta agaaacgacc attttcatct aatttagagt tggcttgtgc 240 
taccacataa ctatcctctt catcagctgt taagtaatcg atttgctcag taatgctgtt 300 
tgtttcaagg tctactttac gataaggtgt ttcaatgaaa ccaaattcat tcacacgtgc 360 
ataactagac aatgagttga taagtccaat gtttggacct tcaggcgttt cgattggaca 420 
catacggcca tagtcagaat agtgaacgtc acgtacttcc atttgagcac gttcacgtgt 480 
taaaccacca ggtcctagag cagataaacg acgtttgt 518 



<210> 12 
<211> 507 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus warneri 
<400> 12 

ttcaggattc atcaatggta ctgcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaga atggaataca 
tgaaacgtcc atgtaatcca ttttttcttt 
acaaactact tcgtcatcta tgaaacgtcc 
aacaacataa ctatcttctt cgtcagcagt 
agtgtctaaa tccactttac gatatggtgt 
ataactagat aatgagttga ttaatccaat 
catacgacca tagtgagaat agtgtacgtc 
taaaccacca ggtcctaaag cagataa 



ttgcatgttc gcacccatta atgcacggtt 60 
agctgtagcg gctgaaacaa cctgcttagg 120 
agccattact gtgttattac cacggaaacg 180 
gttttcatct aaacgtgaat tcgcttgggc 240 
taaataatca atttggtctg taatcgcatt 300 
ttcaatgaaa ccaaattcgt ttacacgtgc 3 60 
gtttggaccc tctggcgttt caattggaca 420 
acgtacctcc atttgtgcac gttcacgtgt 480 

507 



<210> 13 
<211> 518 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus simulans 
<400> 13 

ttcagggttc atcaatggta ctgcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaga atgggataca 
agaaacgtcc atatagtcca ttttctctct 
acaaacgatt tcttcgtcta agaaacgacc 
aacaacatag ctgtcttctt cgtctgcagt 
tttctcatgg tcaactttac gatatggtgt 
ataacttgat aatgagttga ttaaaccgat 
catacggcca tagtgagagt aatgcacgtc 



ttgcatgttc gcacccatta acgcacggtt 60 
tgctgtcgct gcagatacaa cttgtttagg 120 
atccatagtt gtgttgttac cacggaaacg 180 
ttcgtcatct aaacgtgagt tcgcttgcgc 240 
aaggtaatcg atttgatctg ttaccgcatt 300 
ttcaatgaaa ccaaattcat taacacgcgc 360 
gttcggaccc tctggtgtct cgattggaca 420 
acgtacttcc atttgtgcac gttcacgtgt 480 
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taaaccacca ggtccaagtg cagatagacg acgtttat 518 



<210> 14 
<211> 507 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus sciuri 
<400> 14 

ttctgggttc attaaaggta ccgcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaga atggaataca- 
agatacatcc atgtagtcca tgcgttcttt 
acaaagaact tcatcatcaa cgaatttacc 
aactacatag ctgtcttctt cgtcagctgt 
tgtctcgatg tttaccttac gataaggtgt 
ataacttgat aatgagttga ttaaaccaat 
catacgacca tagtgagagt agtgaacgtc 
taaaccaccc ggtcctaatg ctgatag 



ttgcatgttt gcacccataa gcgcacggtt 60 
tgctgtcgct gcagaaacaa cttgtttagg 120 
aggtttagta gtgttgtccc cacggaaacg 180 
tgtttcatca agtacagagt ttgcttgtgc 240 
taagtagtcg attctgtcag taacttggtt 300 
ttcaatgaaa ccaaattcat taactcttgc 360 
gtttggtccc tcaggcgttt caattggaca 420 
acgtacttcc ataccagcac gctcacgagt 480 

507 



<210> 15 
<211> 518 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus schleiferi 
<400> 15 

ttctgggttt aacaatggta ctgcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaaa acggaataca 
cgatacgtcc atgtagtcca ttttttcttt 
acaaacgatt tcgtcatcga taaaacgtcc 
aacaacataa ctgtcttctt catcagcagt 
tgtttcaagg tctacttttc tgtatggagt 
ataacttgaa agtgagttga tcaaaccaat 
catacggcca tagtgagaat agtgtacgtc 
taaaccacca ggccctaaag ctgataaacg 



<210> 16 
<211> 518 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus 



ttgcatgttc gcacccatca atgcacggtt 60 
tgctgtcgca gctgaaacaa cttgtttagg 120 
agccatagtt gtgttgttac cacggaaacg 180 
gttttcatca agtcttgagt tcgcttgggc 240 
aaggtaatca atacggtctg taattgtgtt 300 
ttcaatgaaa ccaaattcat tcacacgtgc 3 60 
gtttggaccc tctggtgtct cgattggaca 42 0 
acgaacttcc atttgtgcac gttcacgtgt 480 
acgtttgt 518 



<400> 16 

ttctggattc atcaatggca ctgcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaga aaggaataca 
tgagacatcc atataatcca ttttttcttt 
acaaacaact tcgtctgcta tgaaacggcc 
tacaacatag ctatcttctt catcagctgt 
cgtttcaaga tccactttac ggtaaggtgt 
ataactagat aacgagttaa taagtccgat 
catacggcca tagtgagaat agtgaacgtc 
taaaccacca ggtcctagag ctgataaacg 



ttgcatgttc gcacccatca atgcacggtt 60 
tgctgtcgct gcagaaacaa cttgtttagg 120 
ggccataact gtattattac cacggaaacg 180 
attttcgtct aatgttgagt ttgcttgtgc 240 
taaatagtca atttgatccg tgattgaatt 300 
ttcaataaag ccgaattcat ttacacgcgc 360 
gtttggaccc tctggcgttt caattggaca 420 
acgtacttcc atttgagcac gttcacgcgt 480 
acgtttat 518 



<210> 17 
<211> 518 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus sac char olyticus 



<400> 17 

ttctgggttc attaatggta ctgcttgacg ttgcatgttt gcacccatta atgctcggtt 60 
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tgagtcatcg ttttctaaga atgggataca 
tgatacgtcc atatagtcca ttttttcttt 
acaaacaact tcatcatcta agaagcaccc 
aacaacataa ctatcttctt catcagcagt 
agtatctaaa tcaactttac gataaggtgt 
ataactagat aatgagttaa ttaatccaat 
catacgaccg tagtgagaat aatgcacgtc 
taaaccacca ggtcctagag ctgataaacg 



9/24 

tgcagtagct gctgaaacta cttgtttagg 120 
agccatcact gtgttattgc cacgaaaacg 180 
attttcatca agacgtgagt ttgcttgtgc 240 
taagtagtca atttggtcag tgattgaatt 300 
ttcaataaaa ccaaattcat ttactcttgc 360 
gtttgggccc tcaggtgttt caatagggca 420 
acgtacttcc atttgagcgc gttcacgagt 480 
acgtttat 518 



<210> 18 
<211> 508 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus pulveris 
<400> 18 

ttcaggattc attaaaggca ctgcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaga aaggaataca 
tgatacatcc atgtaatcca tacgttcttt 
acaaagtact tcatcatcaa cgaatttacc 
tacaacatag ctgtcttctt cgtcagctgt 
tgtttcgata ttaaccttac gataaggcgt 
ataacttgat aaagagttaa ttaaaccgat 
catacgacca tagtgagaat agtgaacgtc 
ttaaaccgcc gggtcctaat gctgatag 



ttgcatgttt gcacccataa gcgcacggtt 60 
tgctgtcgca gcagaaacaa cctgtttagg 120 
aggtttcgta gtattatccc cacggaaacg 180 
tgtttcatca agtactgagt ttgcttgcgc 240 
taaatagtca attctgtcag taacttggtt 300 
ttcaataaaa ccaaattcat taactctcgc 360 
gtttggtccc tcaggtgttt caattggaca 420 
acgtacttcc ataccagcac gttcacgaag 480 

508 



<210> 19 
<211> 518 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus muscae 
<400> 19 

ttcaggattc aacaatggca ccgcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaga atggaataca 
cgatacgtcc atgtagtcca ttttctcttt 
acatacaatc tcatcatcaa taaagcgacc 
aaccacataa ctatcttctt catcagcagt 
cgtctcgata tcaactttac gatatggtgt 
ataactagat agtgagttga tcaaaccaat 
catacgacca tagtgagagt agtgaacgtc 
caaaccacca ggccctaatg ctgaaagacg 



ttgcatgttc gcacccatta aggcacggtt 60 
tgctgtcgca gcagaaacaa cttgcttcgg 120 
tgccattgtt gtgttgttac cacggaaacg 180 
attttcatct aaacgtgagt tcgcttgtgc 240 
taaatagtcg atttgatcag tgattgtgtt 300 
ttcaatgaaa ccaaattcat taacacgtgc 360 
gttcagtccc tctggtgtct caatcggaca 420 
acgcacttcc atttgtgcac gttcacgtgt 480 
acgcttat 518 



<210> 20 
<211> 518 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus lugdunensis 
<400> 20 

ttcagggttc atcaacggaa ctgcttgacg 
agagtcatcg ttctctaaga atggaataca 
agatacatcc atgtagtcca ttttttcttt 
gcatactact tcatcatcta agaaacgacc 
aacgacataa ctgtcttctt catcagcagt 
tgtatcaata: tctactttac gataaggcgt 
ataactagat aatgagttaa tcaaaccaat 
catacggcca tagtgagaat aatgcacgtc 
taaaccacca ggtcctaacg cagataaacg 



ttgcatgttt gcacccatca atgcacggtt 60 
tgctgtcgca gctgaaacaa cttgtttagg 120 
agccataaca gtattattac cgcggaaacg 180 
attttcatca aggcgagagt tcgcttgtgc 240 
taagtagtca atttgatctg tgattgcatt 300 
ttcaataaag ccaaactcgt tgacacgcgc 360 
gtttggaccc tctggtgttt caatcggaca 420 
acgaacttcc atttgtgcac gttcacgtgt 480 
acgtttgt 518 
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<210> 21 
<211> 507 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus lentus 
<400> 21 

ttcagggttc attaaaggta ctgcttgacg ttgcatgttc 
agagtcatcg ttttcaagga aaggaataca tgctgatggt 
agatacatcc atgtaatcca tacgttcttt aggtttagta 
acaaagaact tcatcgtcga cgaatctacc agtttcatct 
aacaacataa ctatcttctt catcagcagt tagataatca 
agtttcgata ttaactttac gatatggtgt ttcaataaag 
ataacttgaa agtgagttga ttaaaccaat gtttggtccc 
catacgacca tagtgagaat agtgaacgtc acgtacttcc 
taaaccgccg ggtccaagcg ctgatag 



gcacccatta aggcacggtt 60 
gcagaaacaa cttgtttagg 120 
gtgttgtcac cacggaaacg 180 
aatactgagt ttgcttgtgc 240 
attctgtctg ttacttggtt 300 
ccaaactcgt taactctagc 3 60 
tctggtgtct caatcggaca 420 
ataccagcac gttcacgagt 480 

507 



<210> 22 
<211> 505 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus kloosii 
<400> 22 

ttcacggttc atcaatggta ccgcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaga aaggaataca 
tgatacgtcc atgtagtcca ttttttcttt 
acaaactact tcatcatcta agaaacgacc 
taccacatag ctatcttctt catcagctgt 
agtttctaaa tcaactttac ggtatggtgt 
ataacttgat aatgagttga taagtccaat 
catacgacca tagtgagaat agtaacgtca 
aaaccaccag gtccaagcca gatag 



ttgcatgttc gcacccatta aggcacggtt 60 
tgctgtcgca gccgaaacaa cttgttttgg 120 
cgccataact gtgttgttac cacggaaacg 180 
attttcatct aatttagagt tagcttgcgc 240 
taaatagtca atttgatctg tgattgaatt 3 00 
ttcgataaag ccaaattcat taacacgtgc 3 60 
gtttggaccc tctggcgttt cgattggaca 420 
cgcacttcca tttgagcacg ttcacgagtt 480 

505 



<210> 23 
<211> 518 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus intermedins 
<400> 23 

ttcagggttt aacaacggta ccgcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaga atgggataca 
cgatacgtcc atgtagtcca ttttttcttt 
acatacaatc tcatcatcaa taaagcgacc 
gacaacataa ctatcttctt catcagcagt 
tgtttcaata tcaactttac gatatggtgt 
ataactagat aatgagttga tcaaaccaat 
catacgacca tagtgagagt agtgtacgtc 
taaaccacca ggtcctaatg ctgatagacg 



ctgcatgttc gcacccatta acgcacggtt 60 
cgctgtcgca gctgatacaa cttgtttcgg 12 0 
cgccatcgtt gtgttgttac cacggaaacg 180 
gttttcatca agacgtgagt tcgcttgtgc 240 
taagtagtcg atttggtcag taatcgtatt 3 00 
ttcgataaaa ccaaattcgt tcacacgtgc 3 60 
gtttggtccc tcaggtgttt cgattggaca 42 0 
acgcacttcc atttgagcac gttcacgcgt 480 
acgtttgt 518 



<210> 24 
<211> 518 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus hyicus 
<400> 24 

ctctgggttc aataaaggca cggcttgacg 
cgagtcatcg ttttctaaga atgggataca 
tgatacgtcc atgtaatcca ttttttcttt 
acaaacgatt tcgtcgtcga taaagcgtcc 



ttgcatgttc gcacccatta atgcacggtt 60 
tgctgtcgcc gcagaaacaa cttgtttcgg 120 
agccattgtt gtattgttcc cacggaaacg 180 
attttcatct aaacgtgagt tcgcttgggc 240 
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aacaacataa ctgtcttctt catccgcagt 
cgtttcaagg tccactttac ggtaaggcgt 
ataacttgaa agtgagttga ttaatccaat 
catacgaccg tagtgagagt agtgaacgtc 
taaaccacca ggtcctaatg cagataaacg 



taagtaatca atttgatctg ttattgtatt 3 00 
ttcaatgaaa ccaaattcgt taacacgcgc 360 
gtttggaccc tctggcgttt cgattggaca 420 
acgcacttcc atttgggcac gttcacgcgt 480 
acgtttgg 518 



<210> 25 
<211> 518 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus hoininis 
<400> 25 

ttcaggattc atcaatggta ctgcttgacg 
agagtcatcg fctttcaagga atggaataca 
agatacatcc atgtagtcca ttttttcttt 
acataccact tcatcatcta ggaaacgacc 
aactacatag ctatcttctt catcagcagt 
ggtatcaata tctactttac gatatggtgt 
ataactagat aatgagttaa ttaaaccaat 
catacgacca tagtgagaat agtgtacgtc 
taaaccacca ggtcctaaag cagaaagacg 



ttgcatgttc gcacccatta acgcacggtt 60 
agctgtcgct gctgatacta cttgtttagg 120 
tgccataaca gtgttgttac cacggaaacg 180 
attttcatct aaacgagaat tggcttgtgc 240 
taaataatca atttgatcag taatcgaatt 3 00 
ttcgataaaa ccaaattcat ttacacgtgc 3 60 
gtttggtccc tctggtgttt caattggaca 420 
acgaacttcc atttgtgcac gttcacgtgt 480 
acgtttag 518 



<210> 26 
<211> 507 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus haemolyticus 
<400> 26 

ttctgtgttc atcaatggta ctgcttgacg ttgcatgttt gcacccatta atgcacggtt 60 
agagtcatca ttttcaagga aaggaataca tgctgtcgca gctgaaacta cttgtttagg 120 
agatacgtcc atgtagtcca ttttctcttt agccataact gtgttattac cacggaaacg 180 
acatacgact tcatcatcta agaaacgacc attttcatct aagcgagagt tcgcttgggc 240 
aactacatag ctatcttctt catcagcagt taagtagtcg atttgatctg taatagagtt 300 
agtgtctaag tctactttac gatatggtgt ttcaatgaaa ccaaattcat tcacacgtgc 360 
ataacttgat aatgagttaa tcaaaccaat gtttggtccc tctggagtct cgatcggaca 420 
catacgacca tagtgagagt agtgaacgtc acgtacttcc atttgagcac gttcacgtgt 480 
taaaccacca ggtcctaatg cagaaag 507 



<210> 27 
<211> 507 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus gallinarum 
<400> 27 

ttcaggattc atcaaaggta cagcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaga aaggaataca 
tgatacatcc atgtagtcca ttttttcttt 
acaaacgact tcatcttcta cgaaacgacc 
tactacataa ctgtcttctt catcagctgt 
tgtttcaata tcaactttac gatatggtgt 
ataacttgat aatgagttga taagtccgat 
catacggcca tagtgagaat agtgaacgtc 
taaaccacca ggtcctaatg ctgatag 



ttgcatgttc gcacccatca atgcacggtt 60 
tgctgtcgca gcagatacaa cctgtttagg 120 
tgccattaca gtgttgttac cacggaaacg 180 
attttcatct aatacagagt ttgcttgtgc 240 
taagtagtca atttgatctg taatagattg 300 
ttcaatgaaa ccaaattcat ttacacgcgc 360 
gtttggaccc tcaggtgttt cgattggaca 420 
acgtacttcc atttgagcac gttcacgagt 480 

507 



<210> 28 
<211> 518 
<212> ADN 
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<213> Staphylococcus felis 
<400> 28 

ttcgggattc attaaaggta cagcttgacg ttgcatgttc gcacccatta atgcacggtt 60 

agagtcatcg ttttctaaga atgggataca tgccgtcgca gcagaaacga cttgcttagg 120 

cgatacgtcc atgtagtcca ttttttcttt ggccatcgtt gtattgtttc cgcggaaacg 180 

acatacaatc tcgtcatcca agaaacggcc ttcttcgtct aatcgtgcgt ttgcttgtgc 240 

aacaacataa ctatcttctt catcagctgt aagatagtca atttggtctg taattttatt 300 

tgtctcaaga tcgactttac gatatggtgt ttcgataaat ccaaattcgt taacacgtgc 360 

ataacttgat aatgagttga ttaatccgat gttcggcccc tctggcgttt caataggaca 420 

catgcgacca tagtgagagt agtgaacgtc acgcacttcc atctgtgcac gttctctcgt 480 

taaaccacca ggtcctaatg cggatagacg acgtttat 518 



<210> 29 
<211> 507 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus eguorum 
<400> 29 

ttcaggattc atcaatggca ctgcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaga aaggaataca 
tgaaacatcc atgtagtcca ttttttcttt 
acaaacaact tcgtcttcta cgaaacgacc 
tactacatag ctgtcttctt cgtcagctgt 
tgtttcaaga tctactttac ggtaaggtgt 
ataactagat agtgagttga taagtccgat 
catacgacca tagtgagaat agtgaacgtc 
taaaccgccg ggtcctaatg ctgataa 



<210> 30 
<211> 518 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus epidermidis 



ttgcatgttt gcacccatca atgcacggtt 60 
tgctgtcgca gcagaaacaa cttgtttagg 120 
agccataact gtgttattac cacggaaacg 180 
attttcatct aatacagagt ttgcttgagc 240 
taagtagtca atttggtctg tgattgaatg 300 
ttcaatgaaa ccaaattcat tcacacgcgc 360 
attcggaccc tctggtgttt cgattggaca 420 
acgtacttcc atttgagcac gttcacgtgt 480 

507 



<400> 30 

ttcaggattc attaaaggca ccgcttgacg ttgcatgttt gctcccatta acgcacggtt 60 
agagtcgtca ttttctaaga atggaataca tgctgttgct gctgaaacaa cttgttttgg 12 0 
tgatacgtcc atgtaatcca ttttttcttt agccataaca gtgttattac cacggaaacg 180 
acaaacaact tcatcatcta agaaacgacc attttcatca agtctagaat tagcctgtgc 240 
aacaacgtag ctatcctctt catcagctgt caaataatct atttgatcag tgattgagtt 300 
tgtatctaaa tccactttac gatatggcgt ttcaataaaa ccaaattcat tcactctagc 360 
ataacttgac aatgagttta ttaaaccaat attaggaccc tcaggtgttt caattggaca 42 0 
catacgccca tagtgagagt agtgaacgtc acgcacttcc atttgagcac gttcacgtgt 480 
taatccacca ggccctagag cagataaacg acgtttgt 518 



<210> 31 
<211> 507 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus cohnii 
<400> 31 

ttctggattc atcaatggga ctgcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaga atggaataca 
agatacatcc atgtaatcca ttttttcttt 
acaaacaact tcatcatcta agaagcgacc 
tactacatag ctatcttctt cgtcagctgt 
cgtttcaaga tctactttac gatatggcgt 



ttgcatgttc gcacccatta atgcacggtt 60 
tgctgttgct gcagaaacaa cctgtttagg 120 
tgccataact gtgttattac cacggaaacg 180 
attttcatct aacttagaat ttgcttgtgc 240 
taaataatca atttgatctg tgatactatt 300 
ttcaatgaaa ccaaattcat ttacacgtgc 360 
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ataacttgat aatgagttaa tcaaaccaat gtttggtccc tctggtgttt cgattggaca 420 

catacgaccg tagtgagagt agtgaacgtc acgcacttcc atttgagcac gttcacgtgt 480 
taaaccacca ggtcctaatg ctgatag 507 

<210> 32 
<211> 507 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus chromogenes 
<400> 32 

ctcaggattt aacaaaggca ccgcttgacg ttggatgttc gcacccatta acgcacggtt 60 
agagtcatcg ttttctaaga acggaataca tgcagttgcc gcagaaacaa cttgcttcgg 120 
tgatacgtcc atgtaatcca ttttttcttt agccattgtt gtattgttcc cacggaaacg 180 
acaaacgatt tcgtcgtcga taaagcgtcc attttcatct aaacgtgagt tcgcttgggc 240 
aacaacataa ctgtcttctt cgtccgcagt taaataatca atttgatcag taattgcgtt 300 
cgtttcaagg tctactttac gatacggcgt ttcaataaaa ccaaattcat taacacgcgc 360 
ataacttgaa agtgagttga ttaatccaat atttggaccc tctggtgttt cgattggaca 420 
catacgaccg tagtgagaat agtgaacgtc acgcacttcc atttgagcac gttcacgtgt 480 
taaaccacct ggtcctaaag cagataa 507 



<210> 33 
<211> 1025 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus carnosus 
<400> 33 

ttctggattc atcaatggta ccgcttgacg ttgcatgttc gcacccatta atgcacggtt 60 
agagtcatcg ttttctaaga atgggataca agctgtcgca gctgatacta cttgttttgg 120 
tgatacgtcc atgtagtcca ttttgtctct gtccatcatt gtgttgttac cacggaaacg 180 
acaaacaact tcttcgctga tgaagtgacc ttcatcatct aaacgagagt tcgcttgggc 240 
tacaacatag ctgtcttctt cgtcagctgt tagatagtcg atttgatcag ttacagtatt 300 
agtttcaagg tcaactttac ggtatggtgt ttcaataaaa ccgaactcgt taacacgtgc 360 
ataacttgat aatgagttga tcaaaccaat gtttggaccc tcaggagttt cgattggaca 420 
catacggcca tagtgagaat agtgaacgtc acgtacttcc atttgagcac gttcacgagt 480 
taaaccacca ggtcctaatg cagataattc tggattcatc aatggtactg cttgacgttg 540 
catgttcgca cccattaatg cacggttaga gtcatcattt tctaagaatg gaatacaagc 600 
tgtcgctgca gatactactt gtttaggaga tacatccatg tagtccattt tctctttagc 660 
cataactgtg ttattaccac ggaaacgaca aacaacttcg tcatctaaga aacgaccatt 720 
ttcgtctaaa cgagagttcg cttgggcaac aacataacta tcttcttcat cagcagttaa 780 
gtaatcaatt tggtcagtga tagaattcgt atctaaatct actttacgat aaggtgtttc 840 
aataaaacca aattcattta ctcgtgcata acttgataat gagttgatta aaccaatgtt 900 
tggtccctca ggtgtttcga ttggacacat acggccatag tgagaatagt gaacgtcacg 960 
cacttccatt tgggcacgtt cacgcgttaa accaccaggt cctaatgctg atagacgacg 1020 
tttat 1025 



<210> 34 
<211> 518 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus capitis 
<400> 34 

ttcagtgttc atcaatggta ccgcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaga atggaataca 
tgatacgtcc atgtaatcca ttttttcttt 
acaaacaacc tcgtcatcta agaaacgacc 
aactacatag ctatcttctt catcagcagt 
cgtatctaaa tcaactttac gatacggtgt 
ataacttgat aatgagttaa ttaaaccaat 



ttgcatgttc gcacccatta atgcacggtt 60 
tgctgtagct gctgatacaa cttgtttagg 120 
tgccataact gtgttattac cacggaaacg 180 
attttcgtct aaacgtgagt tggcttgggc 240 
taagtaatcg atttgatctg tgatagagtt 300 
ctcgatgaaa ccaaattcat ttactcgcgc 360 
atttggaccc tctggtgttt caattggaca 420 
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catacgacca tagtgtgagt aatgaacgtc acgtacttcc atttgagcac gttcacgagt 480 
taaaccacca ggtcctaatg ctgatagacg acgttttg 518 



<210> 35 
<211> 507 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus auricular is 
<400> 35 

ttctgggttc attaaaggta ccgcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaga atggaataca 
agatacatcc atgtagtcca tgcgttcttt 
acaaagaact tcatcatcaa cgaatttacc 
aactacatag ctgtcttctt cgtcagctgt 
tgtctcgatg tttaccttac gataaggtgt 
ataacttgat aatgagttga ttaaaccaat 
catacgacca tagtgagagt agtgaacgtc 
taaaccaccc ggtcctaatg ctgatag 



ttgcatgttt gcacccataa gcgcacggtt 60 
tgctgtcgct gcagaaacaa cttgtttagg 120 
aggtttagta gtgttgtccc cacggaaacg 180 
tgtttcatca agtacagagt ttgcttgtgc 240 
taagtagtcg attctgtcag taacttggtt 300 
ttcaatgaaa ccaaattcat taactcttgc 360 
gtttggtccc tcaggcgttt caattggaca 420 
acgtacttcc ataccagcac gctcacgagt 480 

507 



<210> 36 
<211> 518 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus aureus 
<400> 36 

ttctggattc atcaaaggca ctgcttgacg 
tgagtcatca ttttctaaga atggaataca 
cgatacatcc atataatcca ttttttcttt 
acatacaact tcatcatcca tgaaacgacc 
tacaacatag ctatcttctt cgtcagctgt 
tgtatctaaa tcaactttac gatatggtgt 
ataacttgat aatgagttaa tcaatccaat 
catacggcca tagtgagagt agtgaacgtc 
taaaccacca ggtcctaatg ctgatagacg 



ttgcatgttc gcacccatca atgcacggtt 60 
tgctgtcgct gctgaaacaa cttgcttcgg 120 
agccataact gtgttgttac cacggaaacg 180 
attttcatct aatttagagt ttgcttgtgc 240 
taaatagtca atttgatcag tgatagcatg 300 
ttcaataaag ccgaattcat ttacacgtgc 360 
gtttggtccc tcaggtgttt caattggaca 420 
acgtacttcc atttgagcac gttcacgtgt 480 
acgtttat 518 



<210> 37 
<211> 507 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus aureus anaerobius 
<400> 37 

ttctggattc atcaaaggca ctgcttgacg ttgcatgttc gcacccatca atgcacggtt 60 
tgagtcatca ttttctaaga atggaataca tgctgtcgct gctgaaacaa cttgcttcgg 120 
cgatacatcc atataatcca ttttttcttt agccataact gtattgttac cacggaaacg 180 
acatacaact tcatcatcca tgaaacgacc attttcatct aatttagagt ttgcttgtgc 240 
tacaacatag ctatcttctt cgtcagctgt taaatagtca atttgatcag tgatagcatg 300 
tgtatctaaa tcaactttac gatatggtgt ttcaataaag ccgaattcat ttacacgtgc 360 
ataacttgat aatgagttaa tcaatccaat gtttggtccc tcaggtgttt caattggaca 420 
catacggcca tagtgagagt agtgaacgtc acgtacttcc atttgagcac gttcacgtgt 480 
taaaccacca ggtcctaatg ccgatag 507 



<210> 38 
<211> 518 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus arlettae 



<400> 38 
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ttcacggttc atcaacggta ctgcttgacg 
agagtcatcg ttttctaaga aaggaataca 
tgatacgtcc atgtagtcca ttttttcttt 
acaaacaact tcgtcatcta aaaacttacc 
taccacatag ctgtcctctt catcagcagt 
tgttgctaaa tctactttac ggtacggcgt 
ataacttgat agtgagttaa ttaaaccgat 
catacggcca tagtgagaat agtgtacgtc 
taaaccacca ggtcctaatg ctgataaacg 
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ttgcatgttc gcacccatta atgcacggtt 60 
tgccgttgca gctgaaacta cttgcttagg 120 
agccataact gtgttattac cgcggaaacg 180 
attttcatct aagttagagt tggcttgtgc 240 
taggtaatca atttgatctg taattgagtt 300 
ttcgataaag ccaaattcat ttacacgtgc 360 
gtttggtccc tctggtgttt cgataggaca 420 
acgtacttcc atttgagcac gttcacgtgt 480 
acgtttat 518 



<210> 39 
<211> 556 
<212> ADN 

<213> Staphylococcus caprae 
<400> 39 

taacccatta gctgagttga ctcataaacg 
aacgcgtgaa cgtgcccaaa tggaagtgcg 
gtgtccaatc gaaacacctg agggaccaaa 
tgcacgagta aatgaatttg gttttattga 
gaattctatc actgaccaaa ttgattactt 
tgcccaagcg aactctcgtt tagacgaaaa 
tcgtttccgt ggtaataaca cagttatggc 
tcctaaacaa gtagtatctg cagcgacagc 
taaccgtgca ttaatgggtg cgaacatgca 
agcgccattt gttggt 



tcgtctatca gcattaggac ctggtggttt 60 
tgacgttcac tattctcact atggccgtat 120 
cattggttta atcaactcat tatcaagtta 180 
aacaccttat cgtaaagtag atttagatac 240 
aactgctgat gaagaagata gttatgttgt 300 
tggtcgtttc ttagatgacg aagttgtttg 360 
taaagagaaa atggactaca tggatgtatc 420 
ttgtattcca ttcttagaaa atgatgactc 480 
acgtcaagca gtaccattga tgaatccaga 540 

556 



<210> 40 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 40 

ggtttaggat taaaagatgc 20 



<210> 41 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 41 

gaagaagttg gagctactg 19 



<210> 42 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
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<400> 42 

aataagagca gggaaagaaa c 

<210> 43 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 43 

aaagaaaaga atgaatgaac tt 

<210> 44 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<4O0> 44 

tatgcttatg gtatttagct a 



<210> 45 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 45 

aaacttaata gaaattcaaa ctaaa 

<210> 46 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 46 

gttcaaacga taaatagaga a 



<210> 47 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 



<400> 47 



WO 03/020972 

17/24 

gaaacagatg ctaaagatgt 



<210> 48 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 48 

ccatatactg cgagtgggaa 



<210> 49 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 49 

tagaaattca atcaattaag tatatg 



<210> 50 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 50 

ttggtaatgc tttaccagat 



<210> 51 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 51 

tgcattacac cagcagatat cattg 



<210> 52 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 52 

gatgatattg accatttagg 
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<210> 53 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 53 

tgaaagaatg tcaattcaag a 

<210> 54 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 54 

aaacccatta gctgagtt 



<210> 55 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 55 

tggtcgtttc atggatgatg aagttg 



<210> 56 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 56 

aagatagcta tgttgtagca 



<210> 57 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 57 

cttagagaac gatgactcta a 



artificielle : amorce 

21 

artificielle: amorce 

18 

artificielle: amorce 

26 

artificielle:. amorce 

20 

artificielle: amorce 

21 
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<210> 58 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 58 

tagttggttt catgacttgg ga 



<210> 59 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 59 

ttgaaagtcc aacaaagcaa 



<210> 60 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 60 

ggtaaagtaa cgcctaaagg t 21 



<210> 61 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 61 

tggaggtatg ggcacttgaa * u 



<210> 62 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 



<400> 62 

acatctttag catctgtttc 



20 
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<210> 63 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 63 

atcgtttgaa cgccactctt 



<210> 64 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 64 

tcatagtaag tttgcgccat 



<210> 65 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 65 

atctggtaaa gcattaccaa 



<210> 66 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 66 

caatgatatc tgctggtgta atgca 



<210> 67 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 67 

cctaaatggt caatatcatc 



artificielle: amorce 

20 

artificielle: amorce 

20 

artificielle: amorce 

20 

artificielle: amorce 

25 

■ 

artificielle: amorce 

20 



<210> 68 



WO 03/020972 



PCI7FR02/03012 



<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence axtificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 68 

cgaatattaa ttaattgttg 



<210> 69 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 69 

gtgatagcat gtgtatctaa atca 



<210> 70 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 70 

taactatctt cttcatcagc 



<210> 71 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 71 

tgctacaaca tagctatctt 

<210> 72 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 72 

caacttcatc atccatgaaa cgacca 
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artificielle : amorce 

20 

artificielle : amorce 

24 

artificielle: amorce 

20 

artificielle: amorce 

20 

artificielle : amorce 

26 



<210> 73 
<211> 21 
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<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 73 

atgcaacgtc aggccgttcc g 



<210> 74 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 74 

agacgacgaa cagaatttca 20 



<210> 75 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 75 

gctcgaatga taacgtgatt 20 



<210> 76 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 76 

acttgtccaa tgttcatacg 20 



<210> 77 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle* amorce 
<400> 77 

catatgcttc aagtgcccat a 21 



<210> 78 
<211> 20 
<212> ADN 
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<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 78 

ccaagtggtt gttgtgtaac 20 

<210> 79 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle; amorce 
<400> 79 

tttagagctt tcactgtttg 20 

<210> 80 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 80 

caccatatga ccaagaacga a 21 

<210> 81 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 81 

caatcaagga gcctacctcc tt 22 

<210> 82 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 82 

gaaattattt acatcaatca a 21 

<210> 83 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



WO 03/020972 



24/24 
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<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
<400> 83 

taactatctt cttcatcagc 



<210> 84 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
<400> 84 

cccagtcttt tgtaggtccg 



<210> 85 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 



<400> 85 

cccattcttt cacgacgtac 



20 
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